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Gli alimenti sono prodotti molto particolari dal punto di vista 
microbiologico, caratterizzati dall‟essere nel loro insieme indispensabili 
alla vita poiché hanno un impatto diretto sulla salute e sul benessere 
dell‟uomo. Lo sviluppo delle prime ricerche microbiologiche sugli 
alimenti che riguardano il settore clinico e l‟impatto mediatico delle 
tossinfezioni hanno suscitato una certa diffidenza, se non una “paura” 
verso i microrganismi presenti in essi. Infatti, sia nei Paesi in via di 
sviluppo che in quelli industrializzati, anche se con differenti 
motivazioni, la presenza di microrganismi patogeni negli alimenti rimane 
una delle principali cause di malattie per l‟uomo o addirittura di morte. 
L‟utilità o il danno associabile alla presenza di questi microrganismi 
negli alimenti è valutabile solo in relazione alle caratteristiche del 
prodotto, alle condizioni di conservazione e di produzione ed alle 
abitudini di consumo. Tutto il comparto alimentare deve quindi 
considerare la valutazione dei rischi di origine microbiologica associati 
alla produzione e alle successive manipolazioni e assicurare che non vi 
sia nessun pericolo per il prodotto finito. Per questo la sicurezza deve 
costituire una condizione essenziale e necessaria  per ottenere una buona 
qualità e deve essere una condizione preliminare per la 
commercializzazione. Anche se è ben noto che la sicurezza assoluta nella 
filiera di produzione agroalimentare è quasi sempre tecnicamente 
irrealizzabile. La presenza dei pericoli di differente natura (quali 
presenza, sopravvivenza o contaminazione delle materie prime, dei 
semilavorati o dei prodotti finiti da parte di agenti biologici o chimici) e 
la probabilità che questi eventi si concretizzino sono riscontrabili sia 
nella fase di produzione e trasformazione della materia prima, sia nelle 
fasi di commercializzazione e conservazione del prodotto finito. Il rischio 
può essere ridotto ai minimi termini, ma esiste sempre una probabilità, 
seppur ridottissima che si verifichi un effetto negativo. 
La materia prima, in particolare il latte, presenta una microflora 
particolare dovuta agli ambienti di produzione ed alle sue caratteristiche 
di composizione che selettivamente possono favorire le differenti specie 
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di microrganismi alteranti o patogeni. Le attività dell‟uomo nelle 
successive fasi di lavorazione del latte possono determinare nuove 
contaminazioni, specifiche o generiche, occasionali o intenzionali, utili o 
dannose ed è per questo che i prodotti lattiero caseari in quanto costituiti 
da ingredienti complessi sono maggiormente esposti a rischio. 
 6 
1. TECNOLOGIE DI PRODUZIONE DEI PRODOTTI 
LATTIERO-CASEARI UTILIZZATI PER LE ANALISI 
MICROBIOLOGICHE 
1.1 BREVE STORIA DELLA TECNOLOGIA DI PRODUZIONE 
CASEARIA 
 
E‟ stato scritto che il formaggio, come il vino, è l‟espressione della 
civiltà di un Paese. Nella storia della civiltà del nostro paese i formaggi si 
ergono a simbolo e memoria storica della migliore tradizione civile, 
sociale e culturale. Il latte, i formaggi ed i latti fermentati sono tra gli 
alimenti più diffusi al mondo: non vi è praticamente popolo o nazione 
che non annoveri storicamente tra le sue specialità dei formaggi e dei 
latticini. In realtà le origini della produzione casearia restano sconosciute, 
ma antichi documenti riferiscono della domesticazione degli animali 
lattiferi e dell‟impiego del latte da essi prodotto  nella valle del Tigri e 
dell‟Eufrate in un periodo che va dal 6000-7000 a.C.. Da questa regione 
ci è pervenuta la più antica rappresentazione conosciuta dell‟arte della 
fabbricazione del formaggio il “Fregio della latteria”, bassorilievo che 
raffigura i sacerdoti esperti casari impegnati in operazioni di mungitura 
(figura 1). Dalla Magna Grecia, seguendo i flussi migratori delle 
popolazioni, il formaggio si trasferì dal profondo Sud a Roma, infatti i 
romani, erano grandi produttori e consumatori di formaggio; già 
all‟epoca le tipologie principali di formaggi cominciavano a delinearsi. I 
romani possono definirsi come i padri della moderna arte casearia che 
diffusero in tutto il mondo come del resto prova il nome del prodotto che 
ha origine da termini latini come caseus e formaticum. I principali tipi di 
formaggio in uso presso i romani ci vengono descritti da Terenzio 
Varrone nel II secolo a.C., che menziona caci vaccini, caprini e pecorini, 
freschi e stagionati, soffermandosi sulle influenze delle varie qualità di 
latte sulla produzione sui migliori coagulanti e sul modo più adatto di 
fabbricare “caseus” e “formaticum”. Molto più dettagliato è Lucio Junio 
Columella che nel I secolo descrive la tecnologia di produzione del 
Pecorino Romano che richiama la tecnica ancora oggi impiegata. Con la 
caduta dell‟impero romano, seguita da oltre quattro secoli di  buio, 
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soltanto dopo l‟anno mille e con l‟avvento del monachesimo si riaccese 
l‟interesse per la produzione lattiero-casearia, dovuto anche alla necessità 
di conservare grandi quantità di latte. All‟inizio del Rinascimento 
prendono vita e notorietà alcuni tra i più tipici e celebrati formaggi del 
nostro Mezzogiorno come il Caciocavallo (tipico della cultura calabrese), 
le provole e le mozzarelle. Trascorso il „600 sotto la dominazione 
spagnola si cominciò, anche in Italia, a produrre latticini non più 
seguendo le mandrie, ma in centri specializzati. Nacquero così i primi 
caseifici industriali. Se da un lato cresceva la produzione casearia, 
dall‟altro lato la sua scienza e le tecnologie rimasero per secoli oscuri 
fino all‟800 quando le grandi scoperte scientifiche e tecnologiche 
illuminarono le nuove tecnologie casearie. Da allora questo settore si è 
evoluto sempre più al punto che oggi non passa giorno senza una nuova 
scoperta o senza che una nuova tecnica non vada ad arricchire questo 
scenario (Salvadori del Prato, 2001).  
 
 









1.2 TECNOLOGIA DI PRODUZIONE DEL PECORINO E 
PECORINO PRIMO SALE CON RUCOLA O PEPERONCINO 
 
In molte regioni dell‟Italia meridionale si producono ottimi formaggi 
pecorini. Tra i più rinomati vi è il pecorino Crotonese. Prodotto 
stagionalmente con latte di pecora, il Crotonese è originario della 
provincia  di Crotone, in Calabria. Questo formaggio, dal peso medio di 
circa 1,5-2 kg e dalla crosta tipicamente rugosa, color ocra, è ottenuto 
dalla coagulazione prevalentemente presamica del latte intero termizzato 
a 60-65 °C per 20-90 secondi, a parziale acidità di fermentazione ottenuta 
per addizione di scotta innesto naturale. La coagulazione è realizzata con 
caglio in pasta di capretto o misto (capretto e agnello) a 37-39 °C. Si ha 
poi il rassodamento della cagliata per 18 minuti ed in seguito avviene la 
rottura della stessa fino alle dimensioni di un chicco di grano o riso. A 
questa fase segue l‟estrazione, il trasferimento nei canestri con l‟aggiunta 
di peperoncino o pepe nero in grani ed infine la pressatura manuale. Il 
formaggio è sottoposto a stufatura naturale tra 25-28 °C e salato per 
immersione in salamoia (figura 2). La stagionatura del pecorino 
crotonese classico è in media di 2-6 mesi a 12 °C con un tasso di umidità 
relativa del 75-85%. Nel caso del pecorino con peperoncino tuttavia 
(figura 3) la maturazione è di circa 15 giorni. La pasta è dura, uniforme, 
bianca o paglierina, di sapore aromatico e piccante (Salvadori del Prato, 
2001). Una delle varianti più fresche del Pecorino Primo Sale è 
sicuramente quella alla rucola (figura 4), un gusto nel quale risaltano le 
fresche ed aromatiche note dal profumo intenso e leggermente piccante. 
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Figura 3: Primo sale con rucola (www.caseificioimpicciche.it) 
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1.3 TECNOLOGIA DI PRODUZIONE DEL CAPRINO CON 
RUCOLA 
 
Tra i Paesi europei dell‟ambito comunitario solo tre producono latte 
caprino ai fini della caseificazione: Francia, Grecia e Italia. I caprini 
italiani si distinguono in due tipologie abbastanza diverse: a coagulazione 
lenta acido-presamica, con la quale sono prodotti formaggi molli di 
pronto consumo a coagulazione rapida mediante i quali si producono 
formaggi più adatti ad una discreta stagionatura. La categoria d‟interesse 
in questo caso è quella a coagulazione lattica lenta che produce formaggi 
freschi che si formano negli stampi e formaggi freschi spurgati in tele, in 
stampi o recipienti. Per tali tecnologie il latte viene trattato termicamente 
con sub-pastorizzazione o termizzazione a 62-65 °C per pochi secondi. 
L‟impiego di caglio è minimo ed il tempo di presa varia tra 30 e 90 
minuti, mentre la coagulazione si protrae per almeno 18 ore o anche di 
più; al termine della coagulazione il pH si attesta intorno a 4,50. La scelta 
dei fermenti lattici ricade sui batteri mesofili quali: Lactococcus lactis 
subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris che sono fondamentali 
per la buona riuscita del formaggio. La cagliata viene trasferita 
manualmente o mediante distributori in stampi. A questo punto viene 
aggiunta la rucola seguita poi dallo spurgo. Operazione che prosegue per 
circa un giorno con parecchi rivoltamenti, mentre l‟acidità si stabilisce 
sui valori iniziali. I formaggi possono ricevere il sale negli stampi appena 
l‟umidità scende sotto valori del 70% oppure vengono salati a secco o in 
salamoia per breve tempo. Si ha poi l‟asciugatura e l‟invecchiamento che 
nel caso dei caprini di moderna produzione con rucola (figura 5) non 
viene effettuata, ottenendo così delle paste fresche (Salvadori del Prato, 
2001). 
In figura 5 si riporta il diagramma di flusso dettagliato per la produzione 









Figura 5: Diagramma di flusso di produzione del pecorino primo sale 
e formaggio caprino fresco 
 
 
Latte ovino o caprino 
Sosta e standardizzazione materia 
grassa 
 
Riscaldamento e aggiunta del 
caglio 
Coagulazione del latte a 40° 
C, rottura della cagliata, 
maturazione della cagliata 
fino ad opportuno 
pH,estrazione del  siero. 
Aggiunta condimenti e 
formatura 
Riposo e spurgo siero 
Salatura a secco o in salamoia 
Confezionamento e vendita 
Maturazione di un mese per il 
pecorino primo sale 
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1.4 TECNOLOGIA DI PRODUZIONE DELLA SCAMORZA CON 
“NDUJA” 
 
Il nome di Scamorza deriva quasi sicuramente dal verbo “ scamozzare” 
che significa tagliare una piccola porzione nella parte superiore, infatti la 
forma ricorda appunto un formaggio decapitato. Il formaggio ha una 
forma a pera con una lieve strozzatura nella parte superiore in modo da 
formare una protuberanza denominata testa. E‟ un formaggio di piccolo 
peso, oscillante tra i 300 ed i 500 grammi. La Scamorza ha pasta bianca, 
compatta, burrosa, senza occhiature, molto più morbida di quella del 
Provolone e del Caciocavallo, senza però raggiungere la consistenza 
della Mozzarella. La tecnologia di produzione della Scamorza è simile a 
quella del Provolone, l‟unica differenza è che alla fine della lavorazione 
si otterrà una pasta più dolce e tenera rispetto a quella che si ottiene dalla 
tecnologia di produzione del Provolone. Si utilizza un latte intero o 
parzialmente scremato, crudo e raramente pastorizzato, l‟innesto di siero 
utilizzato è in quantità minore rispetto alla tecnologia di produzione del 
Provolone. Il latte viene coagulato a 35 °C per 20-30 minuti impiegando 
caglio liquido. La cagliata viene rotta usando la “spannarola” per 
rivoltare le grosse fette superficiali e poi con la “rotella” sino a ridurre la 
massa caseosa in granuli delle dimensioni di una nocciola. A rottura 
ultimata si lascia depositare il coagulo per alcuni minuti procedendo 
all‟estrazione di una parte del siero. Nella Scamorza la cottura è omessa, 
limitandosi a conservare la cagliata in maturazione a temperatura di 35 
°C per il tempo necessario. Terminata questa fase la cagliata viene 
estratta dalla caldaia, ammassata e lasciata a maturare in locali caldi per 
3-8 ore fino a che la pasta, provata con acqua calda a 80-90 °C, si lascia 
filare. La formatura viene effettuata da esperti casari che modellano la 
pasta con le mani, facendo pressione con i pollici in modo da conferire 
una forma a sfera. Infine il casaro strozza la massa per ottenere il collo 
della forma. Le forme modellate vengono raffreddate in acqua fredda 
corrente per mezz‟ora, poi si passano in salamoia concentrata e fredda 
per periodi variabili da 1 a più ore, secondo le dimensioni (Salvadori del 
Prato, 2001). Per ottenere le Scamorze con la “nduja” (figura 6) viene 
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effettuato un taglio alle scamorze per aggiungere la “ 'nduja”. La 'nduja è 
un salume morbido, spalmabile e di colore rosso tipico del paese di 
Spilinga, località in provincia di Vibo Valentia, in Calabria. Unico per 
tipicità nel panorama dei prodotti di salumeria italiani, tant‟è vero che il 
prodotto è in attesa del riconoscimento come DOP. Il nome deriva dal 
francese “andouille” che significa frattaglie, poiché anticamente si 
produceva con le frattaglie del maiale e peperoncino. Per la sua 
produzione oggi, invece, si utilizzano il lardello ricavato dal sottopancia, 
carne di spalla e coscia aromatizzata con peperoncino rosso essiccato, 
viene insaccata nel budello cieco del maiale (la cosiddetta orba) ed in 




Figura 6: Scamorza con “nduja”(www.ilcasaledelfeudo.it) 
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1.5 TECNOLOGIA DI PRODUZIONE DELLA SFOGLIA DI 
MOZZARELLA 
 
La mozzarella è il più importante e conosciuto rappresentante dei 
formaggi a pasta filata, fabbricato e apprezzato in tutta Italia e nel 
mondo. Il nome deriva probabilmente dal verbo mozzare che vuol dire 
tranciare, dall‟operazione che il fabbricante compiva nel tranciare un 
pezzo di pasta della grossezza di un pugno dal nastro di pasta filata che 
aveva prodotto. La mozzarella tipica italiana si presenta  a forma di 
ovulo, con pasta bianca, lattiginosa che ha una consistenza morbida. 
Sotto il nome generico di Mozzarella oggi, vengono raggruppati diversi 
tipi di formaggio; dalla tradizionale Mozzarella foggiata ad ovulo ai tipi 
formati a mattonella destinati alla produzione della pizza, fino ad un 
nuovo prodotto che consiste in una sfoglia di mozzarella adatta per le 
preparazioni gastronomiche. Il latte è coagulato a temperature intorno a 
35-38 °C, il coagulo è tagliato in modo più spesso dopo che ha raggiunto 
un periodo di consolidamento di 30-40 minuti. Trascorso questo periodo 
viene nuovamente lavorato e tagliato a grandezza di una noce e lasciato 
riposare sotto siero per 15 minuti. La coagulazione si attua con caglio 
liquido in modo da avere tempi di presa intorno a 10 minuti. Il taglio si 
effettua dopo 20-25 minuti dalla presa ed è effettuato in due tempi per 
evitare la dispersione del grasso. La pasta viene posta poi sui tavoli di 
drenaggio, mantenendola a temperature adeguate per favorire la giusta 
acidificazione. Una pasta che acidifichi in fretta avrà una fibra debole, 
una pasta che acidifichi lentamente spurgherà troppo e originerà 
mozzarelle troppo dure e fibrose. Quando la pasta è pronta per la filatura 
viene taglia a fette ed immersa nella filatrice. La temperatura della pasta 
che esce dalla filatrice deve essere di 60-65 °C. L‟aggiunta di acqua nella 
filatrice dovrà essere graduale sino a quando le scaglie di pasta, unendosi, 
si saranno costituite in un unico impasto (Salvadori del Prato, 2001). 
Durante la filatura la pasta perde peso, ma acquista acqua. Dopodiché  la 
pasta viene messa nelle formatrici, che daranno alla pasta la forma di 
ovuli o di sfoglia, garantendo uniformità nelle pezzature. Il 
raffreddamento all‟uscita della formatrice delle mozzarelle deve essere il 
 16 
più rapido possibile. La salatura avviene con salamoia fredda e in modo 
rapido per permettere alla mozzarella di acquisire la giusta quantità di 
sale. Bisogna, però, porre particolare attenzione cambiando 
frequentemente l‟acqua di raffreddamento e delle salamoie poiché può 
essere fonte di inquinamento e contenere microflora dannosa. 
Infine le mozzarelle vengono confezionate con il liquido di governo che 
consiste in acqua salata con aggiunta di acido citrico e/o lattico oppure si 
ricava dall‟acqua della filatura a cui viene aggiunto sale e siero acido 
diluito. 
Il ripieno della sfoglia di mozzarella è caratterizzato da alimenti di 
svariato genere come: maionese, funghi sott‟olio, tonno, rucola, 
pomodori, pancarré, vegetali sotto aceto, insalata, prosciutto cotto e 
prosciutto crudo (figura 7). 
In figura 8 sono riportati i diagrammi di flusso delle produzioni sfoglia di 




Figura 7: Sfoglia di mozzarella ripiena (www.caseificiosangennaro.com) 
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Figura 8: Diagramma di flusso di produzione della sfoglia di 
mozzarella e scamorza 
Riscaldamento latte 
a 38°C con vapore diretto 
Coagulazione del latte, rottura 






Vasca di rassodamento 
Scamorza Sfoglia di mozzarella 
Stoccaggio nel liquido di governo 
Salamoia 
Aggiunta degli ingredienti e 
vendita 
Aggiunta della “nduja” e vendita 
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2. MICRORGANISMI PATOGENI ED INDICATORI DI IGIENE 
 
2.1 STAPHYLOCOCCUS AUREUS 
FAMIGLIA DELLE MICROCOCCACEAE 
La famiglia comprende forme coccacee che si dividono su più piani 
spaziali per formare ammassi regolari o irregolari. Sono gram positivi, 
catalasi positivi, aerobi-anaerobi facoltativi. Il metabolismo può essere 
ossidativo o fermentativo. Tutti i  microrganismi appartenenti a questa 
famiglia sono in grado di sviluppare in presenza del 5% o addirittura del 
10-15% di NaCl. La famiglia è stata suddivisa in 3 generi: Micrococcus, 
Staphylococcus e Planococcus (Tiecco, 1987). Il genere che prenderemo 
in considerazione in questo capitolo sarà il genere Staphylococcus, 
poiché riveste grandissima importanza in microbiologia alimentare in 
quanto comprende specie, tra cui S. aureus, responsabili di gravi 
fenomeni tossinfettivi data la loro capacità di produrre delle entero-
tossine termoresistenti. 
STAPHYLOCOCCUS AUREUS 
Appartiene al genere Staphylococcus ed il nome della specie “aureus”, 
(figura 9) deriva dal fatto che le sue colture assumono una pigmentazione 
giallo oro, dovuta alla sintesi di carotenoidi, in particolare della 
zeraxantina. E‟ un batterio immobile, Gram positivo, catalasi positivo e 
coagulasi positivo, aerobio-anaerobio facoltativo poiché utilizza il 
sistema dei citocromi in presenza d‟ossigeno e attua la fermentazione in 
anaerobiosi. La coagulasi, invece, è una proteina con attività enzimatica 
che in combinazione con un fattore plasmatico denominato CRF 
(coagulase reacting factor) coagula il plasma, con un meccanismo simile 
a quello della trombina di trasformazione del fibrinogeno in fibrina. Per 
la presenza di questo enzima, una sospensione di stafilococchi è capace 
di coagulare in vitro il plasma citratato od ossalato. La coagulasi provoca 
il deposito di uno strato protettivo di fibrina intorno alla cellula batterica, 
ostacolando così la fagocitosi da parte dell‟organismo ospite o la loro 
distruzione all'interno di tali cellule. Quindi la produzione di coagulasi è 
sinonimo di potenziale patogeno invasivo. 
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La crescita avviene in un range tra 7 °C e 47,8 °C e la produzione di 
enterotossine avviene tra 10 e 46 °C, con un optimum tra 40 °C e 45 °C 
(Smith et al., 1983). Sono alotolleranti e riescono a crescere anche in 
ambienti con un‟elevata concentrazione salina variabile da 7 al 10 %. Le 
concentrazioni massime compatibili con la crescita del batterio 
dipendono da diversi parametri quali: pH che deve essere compreso nel 
range tra 4,0-9,8; attività dell‟acqua compresa tra 0,83-0,86.I fattori di 
adesione del batterio all‟ospite risiedono nella struttura della parete 
cellulare che è composta da diverse proteine che possiedono la capacità 
di interagire con altre strutture proteiche dell‟organismo, fungendo da 
adesine.  
Questa proprietà è attribuita a: 
- la capsula di natura polisaccaridica che esplica un‟azione 
antifagocitaria nei confronti dei neutrofili e dei macrofagi. 
- gli acidi teicoici e lipoteicoici, che mediano l‟attacco degli 
stafilococchi alla fibronectina. 
- la proteina A, che copre la superficie del batterio e possiede 
affinità per il recettore Fc di IgG1, IgG2 e IgG4 bloccando la loro 
funzione. 
Tra gli enzimi prodotti da S. aureus vanno ricordati inoltre: 
- La stafilochinasi, anche detta fibrinolisina, che trasforma il 
plasminogeno in plasmina facendone aumentare la capacità invasiva. 
Questa viene prodotta per eliminare il coagulo formato dallo stesso S. 
aureus e quindi consentire il passaggio da uno stato mimetico ad uno 
stato invasivo. 
- Le lipasi, che consentono la scissione di lipidi riuscendo a 
colonizzare le aree sebacee.  
- Le nucleasi, per l'idrolisi di acidi nucleici. 
- La ialuronidasi, che aumenta l'invasività del batterio, abbattendo 
così le barriere del tessuto connettivo. 
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- La leucocidina, che è una tossina in grado di uccidere i leucociti. 
Gli strumenti dell'azione patogena esplicata da S. aureus  sono legati 
all'azione di particolari esotossine ed enzimi capaci di danneggiare altre 
cellule o diffondersi ai tessuti limitrofi dando luogo all'infezione 
primaria. Nelle infezioni suppurative le tossine prodotte sono delle 
citolisine o emolisine α, β, γ e δ e la leucocidina-PV. A queste vanno 
aggiunte alcune peculiari tossine prodotte da specifici stipiti di S. aureus 
quali: 
- la tossina epidermiolitica, che è in grado di provocare la "sindrome 
della cute ustionata da stafilococco" o Sindrome di Lyell-Ritter nel 
neonato. Questa tossina degrada i desmosomi causando l'esfoliazione 
della pelle. 
- le enterotossine stafilococciche, che provocano delle gastroenteriti, 
scatenate a seguito di una intossicazione di tipo alimentare provata 
dall‟assunzione di cibi, ricchi di lipidi come dolci alla crema o panna, che 
favoriscono la crescita dei batteri e nei quali sia stata prodotta una certa 
quantità di enterotossina. 
Nel 1962 fu stabilita una nomenclatura alfabetica per le SEs 
(Staphylococcal Enterotoxins) sulla base delle caratteristiche antigeniche, 
la quale è attualmente in uso e le designa con le seguenti sigle (Bergdoll 
et al., 1959; Thomas et al., 2007; Ono et al., 2008): enterotossine 
stafilococciche A (SEA), B (SEB), C1 (SEC1), C2 (SEC2), C3 (SEC3), 
D (SED), E (SEE), G (SEG), H (SEH), I (SEI), R (SER) (Omoe et al., 
2003), S (SES), T (SET) (Ono et al., 2008), dette anche enterotossine 
classiche perché scoperte per prime; le più recenti SEs sono state 
denominate SE-like (Staphylococcal Enterotoxin like): J (SElJ) (Balaban 
e Rasooly, 2000), K (SElK) (Orwin et al., 2001), L (SElL), M (SElM), N 
(SElN), O (SelO) (Jarraud et al., 2001), P (SElP) (Omoe et al., 2005), Q 
(SElQ) (Orwin et al., 2002), U (SElU) (Letertre et al., 2003) e U2 (SEl 
U2) e V (SelV) (Thomas et al., 2006). Sono termostabili a 100°C per 30‟, 
riescono a resistere all‟idrolisi degli enzimi gastrici. A seguito 
dell‟ingestione degli alimenti che contengono le tossine, la tossinfezione 
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si manifesta con sintomi evidenti dopo un periodo d‟incubazione di 5-6 
ore. Le manifestazioni cliniche tipiche da tossinfezione dovute alla 
presenza delle enterotossine causano nausea, vomito, diarrea, dolori 
addominali, sudorazione, cefalea e talvolta calo della temperatura. 
- La tossina dello shock tossico (TSS1), causa del cosiddetto shock 
tossico da stafilococco vede la comparsa di sintomi gravi  e generalizzati 
con manifestazioni eritematose e sintomi da shock emodinamico. Questa 
tossina è un superantigene che provoca una risposta immunitaria 
estremamente potente che causa necrosi e coagulazione intravasale 
disseminata. La mortalità è molto elevata. 
Questi microrganismi possono ritrovarsi in un‟ampia gamma di alimenti 
non sottoposti a trattamenti temici per determinarne la distruzione; 
generalmente si tratta di prodotti manipolati e non adeguatamente 
refrigerati dopo la preparazione (James et al., 2009).
 
La presenza degli 
stafilococchi negli alimenti va valutata soprattutto in virtù della loro 
capacità di produrre tossine nel corso della conservazione del prodotto 
alimentare. In alcuni alimenti, come i formaggi, la produzione di 
enterotossine è rara e quindi la loro presenza riveste interesse solamente 
dal punto di vista della diffusione dell‟agente eziologico nell‟ambiente e 
soprattutto fra la specie umana. Questi tipi di alimenti rivestono grande 
importanza sopratutto nel caso in cui vengono impiegati per la 
preparazione di altri cibi nei quali si verifica la moltiplicazione degli 
stafilococchi, e quindi la formazione dell‟enterotossina nelle condizioni 
ambientali favorevoli. Nelle matrici liquide, quali per esempio il latte, 
invece, la presenza di stafilococchi può considerarsi quasi sempre un 
pericolo poiché  sono sufficienti poche ore di conservazione a 
temperature che ne permettano lo sviluppo perché si abbia produzione di 
tossina. Non a caso, una delle più vaste epidemie mai registrate si è 
verificata tra giugno e luglio 2000 nel Kansai District, in Giappone (Asao 
et al.,2003) con 13.420 vittime causate da latte scremato in polvere 
prodotto da una sola azienda; l‟agente eziologico è stato individuato in un 
ceppo di S. aureus produttore di SE. I processi di pastorizzazione attuati 
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a carico del latte, anche in grado di uccidere le forme vegetative presenti, 
sono del tutto inutili ai fini dell‟eliminazione della tossina, data la sua 
termostabilità. Negli alimenti cotti o sottoposti a vari processi di 
lavorazione, gli stafilococchi possono essere considerati degli indicatori 
soprattutto delle condizioni igieniche del personale addetto alla 
lavorazione degli alimenti, come pure dell‟igiene degli impianti data la 
loro discreta resistenza all‟essiccamento. La determinazione degli 
stafilococchi in batteriologia alimentare viene eseguita:  
- per esaminare alimenti sospetti di aver provocato tossinfezioni; in 
questo caso la presenza di un gran numero di stafilococchi 
coagulasi positivi convalida l‟eziologia della sindrome morbosa. 
- per dimostrare la possibilità di un alimento di rappresentare un 
rischio qualora venga conservato in condizioni che permettono lo 
sviluppo del microbico. 
- per controllare le condizioni igieniche di lavorazione. 
Il ritrovamento anche di grandi quantità di stafilococchi in un 
alimento, salvo i casi in cui tale alimento non abbia originato un fatto 
tossinfettivo, non significa che esso dia necessariamente origine ad 
una tossinfezione alimentare. Infatti, affinché si abbia il fenomeno è 
necessaria la presenza di enterotossina preformata. Però se gli 
alimenti suscettibili vengono prodotti mantenendo basso il numero di 
stafilococchi, non produrranno enterotossine e quindi non saranno 
responsabili di intossicazione alimentare, però devono essere 
conservati a temperature non superiori a 4,4 °C oppure non inferiori a 
60 °C. Esaminando oltre 700 epidemie di origine alimentare 
registrate tra il 1961 e il 1972, Bryan (Bryan, 1974) identificò 16 
fattori di rischio per le tossinfezioni alimentari causate da S. aureus. 
Cinque sono i fattori più comunemente implicati:  
- refrigerazione inadeguata; 
- preparazione degli alimenti con troppo anticipo rispetto al 
momento previsto per la somministrazione; 
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- scarsa igiene del personale di operatori infetti; 
- cottura o trattamento termico inadeguato; 
- mantenimento dei cibi in caldo a temperature favorevoli per la 
crescita batterica. 
In linea generale, gli stafilococchi non competono bene con la normale 
microflora indigena della maggior parte degli alimenti; tale fenomeno si 
osserva in particolare per alimenti che contengono un numero elevato di 
batteri lattici. L‟incapacità competitiva di S. aureus è stata dimostrata da 
numerosi ricercatori, con studi effettuati su alimenti sia freschi sia 
surgelati. Alle temperature favorevoli per lo sviluppo degli stafilococchi, 
la normale microflora saprofitica dell‟alimento garantisce protezione 
contro la crescita di questi patogeni per antagonismo, competizione per i 
nutrienti e modificazione delle condizioni ambientali, che diventano 
meno favorevoli per S. aureus. Tra i batteri noti per l‟attività antagonista 
nei confronti di S. aureus  vi sono Acinetobacter, Aeromonas, Bacillus, 
Pseudomonas, S. epidermidis, enterobatteriacee, lattobacillacee ed 
enterococchi (Mossel, 1975). In Europa, dal 1988 al 1992, S. aureus, si è 
reso responsabile del 5,1% di tutti gli episodi epidemici riportati dalle 
autorità sanitarie; in Italia, nello stesso quinquennio, il microrganismo ha 
causato 4 dei 233 episodi di malattie alimentari registrate. Per quanto 
riguarda il periodo compreso tra il 2002 e il 2009 nella regione del 
Piemonte il 4,2% dei casi di tossinfezione alimentare è stata attribuita a  
S. aureus. In Italia si è osservata un‟incidenza del 16% in Pianura 
Padana. L‟IZS di Torino ha osservato il 6,7% di casi di S. aureus in un 
campionamento per pool (Doglione e Andruetto,1994). Nel latte la carica 
di S. aureus presente può variare, a seconda delle condizioni sanitarie 




 UFC/ml (mastite subclinica) fino a 10
8
 
UFC/ml in caso di mastite clinicamente manifesta (De Buyser e Lapeyre, 
1995). Risulta evidente come il latte crudo ed i suoi derivati, che non 
hanno subito alcun trattamento, possano rappresentare una fonte di 
intossicazione stafilococcica. I rischi di tossinfezione possono essere 
concreti qualora non venga scrupolosamente controllata la filiera 
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produttiva, poiché la permanenza del latte a temperature superiori ai 10 








2.2 LISTERIA MONOCYTOGENES 
 
Il genere Listeria fa parte della famiglia Listeriaceae insieme al genere 
Brochothrix. 
Le listerie si presentano in forma di bacilli regolari i quali hanno 
tendenza a formare catenelle di 3-5 o più elementi, in fase R, formano 
filamenti; sono batteri Gram positivi, mobili per flagelli peritrichi a 
temperature di 20-25 °C, ma non a 37 °C; asporigeni, tendenzialmente 
anaerobi facoltativi e psicrotrofi, catalasi negativi
 
(Hogen et al.,1998). Si 
moltiplicano ad una temperatura compresa tra -1 °C e 50 °C, in intervalli 
di pH compresi tra 4,0 e 9,5 e con concentrazioni saline dell‟8-10% 
essendo alotolleranti. A temperature prossime a 0 °C le listerie tendono a 
rallentare la loro moltiplicazione. Tra i batteri asporigeni sono i più 
termoresistenti, infatti, occorrono almeno 15‟‟ a 72 °C per inattivarli. 
Listeria ha inoltre bisogno di una aw minima di crescita intorno 0,900-
0,880. I batteri possono resistere più o meno nei confronti di stress 
ambientali secondo la fase vitale in cui si trovano. Quando le listerie sono 
in fase di attiva duplicazione (LOG-phase) risultano essere molto più 
sensibili agli stress; viceversa, quando passano alla stadio di VBNC 
(Viable But Not Culturable Cell) diventano molto più resistenti a 
condizioni disagevoli di pH, water activity e/o temperatura. 
Il genere Listeria conta otto specie: L. monocytogenes, L. ivanovii, L. 
innocua, L. seeligeri, L. welshimeri, L. grayi, L. marthii e L. rocurtiae. 
La specie più patogena del genere, sia per gli animali che per l‟uomo, è 
L. monocytogenes, anche è nota la patogenicità per l‟uomo da parte di L. 
ivanovii. Sono microrganismi “ubiquitari” molto diffusi nell‟ambiente 
esterno (terreno agricolo concimato, pulviscolo atmosferico, acque 
superficiali). Dall‟ambiente passano facilmente a inquinare ortaggi e 
frutta. Con i foraggi (soprattutto gli insilati) i batteri arrivano facilmente 
sul mantello e nel contenuto intestinale degli animali a sangue caldo, 
compresi gli animali da reddito e l‟uomo. È normale, quindi, isolare 
Listeria dal latte crudo, dalle carni fresche e lavorate e dai prodotti della 
pesca. Nei liquami e nei reflui di stalla L. monocytogenes può 
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sopravvivere oltre 90 giorni e non più di 30 giorni nel letame solido ben 
fermentato. Data la loro grande diffusione nell‟ambiente esterno le 
listerie possono inquinare facilmente tutte le superfici di lavoro e gli 
utensili nelle industrie alimentari. Questo giustifica l‟isolamento del 
batterio anche da alimenti cotti e/o molto elaborati che hanno subito più 
trattamenti di conservazione. La capacità e la velocità di crescita di 
Listeria dipendono dalle condizioni ambientali, dal tipo e dalla 
costituzione del suo substrato, quindi è possibile contenere la crescita di 
L. monocytogenes negli alimenti abbassare attraverso l‟abbassamento del 
pH tramite l‟aggiunta diretta di acidi organici deboli o favorendo la 
moltiplicazione nell‟alimento di batteri lattici specifici; che fermentando 
gli zuccheri contenuti nel substrato, producono acido lattico e/o altri acidi 
quali acetico, citrico, malico, succinico. L‟effetto batteriostatico o 
battericida nei confronti di Listeria, varia comunque a seconda dell‟acido 
organico utilizzato. Infatti, affinché un acidulante riesca ad inattivare una 
certa popolazione batterica, è necessario che questo abbia la possibilità di 
restare il più a lungo possibile a contatto con i microrganismi. La carica 
iniziale del batterio, in associazione ad una temperatura elevata, 
consentono al batterio di opporsi all‟effetto letale della sostanza acida e 
di moltiplicarsi. Il valore di pH e quello di aw agiscono in modo 
sinergico nel limitare o bloccare la moltiplicazione di L. monocytogenes 
(figura10). Se si sfrutta uno solo di questi due fattori, occorre scendere a 
valori molto più bassi per ottenere lo stesso effetto batteriostatico o 
battericida. La resistenza di L. monocytogenes alle condizioni ambientali 
avverse come (pH del substrato e temperatura), può variare sensibilmente 
da un ceppo all‟altro. La capacità di duplicare anche a temperature 
inferiori a 4 °C e prossime a 0 °C (psicrotrofia) è uno dei fattori che 
stanno alla base della patogenicità di L. monocytogenes per l‟uomo 
riuscendo, così a moltiplicare (se pure lentamente) anche negli alimenti 
conservati a bassa temperatura L. monocytogenes ha più probabilità di 
altri patogeni di raggiungere cariche infettanti sufficienti per scatenare la 
patologia. La listeriosi si manifesta spesso sotto forma di meningite, si 
possono avere anche aborti forme abortive, setticemie, infezioni 
ascessuali localizzate, endocarditi e congiuntiviti. 
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Quando L. monocytogenes è portata a temperature più basse rispetto a 
quelle ottimali, il germe reagisce modificando la composizione degli 
acidi grassi dei lipidi di membrana, secondo due modalità: riducendo la 
quota di acidi grassi a catena lunga e aumentando, in proporzione, quella 
degli acidi a catena breve (che hanno un più basso punto di 
congelamento) oppure aumentando la quantità di acidi grassi insaturi 
rispetto ai saturi, mantenendo così la membrana cellulare più fluida. 
Sempre più spesso l‟industria alimentare mira a frenare la crescita di L. 
monocytogenes aggiungendo agli alimenti specifici additivi alimentari 
antimicrobici e/o colture di batteri lattici (LAB) selezionati. 
I dati nazionali, pubblicati o forniti dalla Direzione Generale della 
Sicurezza degli Alimenti e della Nutrizione (DGSAN), sono per lo più 
qualitativi, riportano cioè risultati relativi alla presenza/assenza del 
microrganismo nei locali di lavorazione, sulle attrezzature, nella pasta e/o 
sulla crosta dei formaggi e/o nel latte impiegato per la loro produzione. 
Gli esami effettuati dagli IZS per la ricerca di L. monocytogenes negli 
alimenti nel periodo gennaio 2001/giugno 2002 hanno permesso di 
rilevare in 22.218 prodotti lattiero-caseari (non meglio specificati) una 
percentuale di positività dello 0,9%. Nello stesso periodo risultò positivo 
per L. monocytogenes il 2,3% dei 44.564 campioni di tutte le tipologie di 
alimenti esaminati complessivamente. La maggior frequenza di 
isolamento fu osservata per i prodotti carnei e per i prodotti ittici, mentre 
la contaminazione risultò assente in uova ed ovoprodotti e fu giudicata 
scarsa (0,9%) nei prodotti lattiero-caseari. 
I risultati dei controlli ufficiali effettuati presso l‟IZS del Mezzogiorno 
negli anni 2004 (solo Campania), 2005 (solo Campania) e 2006, 2007 e 
2008 (Campania e Calabria) hanno permesso di evidenziare quanto segue 
relativamente a formaggi/latticini: in Campania L. monocytogenes è 
risultata essere presente in 28 campioni di formaggio di vacca a pasta 
filata, mentre all‟esame quantitativo in 5 formaggi di vacca a pasta filata 
e in 1 formaggio a pasta dura sono state individuate concentrazioni <100 
cfu/g. In Calabria L. monocytogenes è risultata presente in 2 campioni di 
formaggio di vacca a pasta filata all‟analisi qualitativa. All‟esame 
quantitativo, in 3 formaggi di vacca a pasta filata, 3 formaggi di pecora e 
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1 campione di ricotta bovina sono state individuate concentrazioni <100 
cfu/g e in 1 campione di formaggio di vacca a pasta filata e 1 di ricotta 
bovina concentrazioni <10 cfu/g (1,8 %). 
Fra i risultati dei controlli effettuati dalla Regione Toscana per L. 
monocytogenes negli anni 2006 e 2007 (risultati che vengono ritenuti 
abbastanza rappresentativi della realtà regionale in quanto la Regione 
Toscana ha avviato dal 2005, avvalendosi della collaborazione 
dell‟Osservatorio Epidemiologico Veterinario Regionale attivo presso la 
Sezione di Siena dell‟IZS Lazio e Toscana, un percorso di 
programmazione dei campioni prelevati dai Servizi Veterinari delle ASL 
al fine di effettuare un piano di campionamento che tenesse conto della 
prevalenza dei problemi) è stata notificata una sola positività relativa ad 
un tampone ambientale di uno stabilimento di prodotti a base di latte. 




Figura 10: Listeria monocytogenes (www.antropozoonosi.it) 
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2.3 BACILLUS CEREUS  
 
Appartenente alla famiglia delle Bacillaceae, di forma bastoncellare, è un 
microrganismo Gram positivo, aerobio facoltativo, sporigeno, con la 
predisposizione a muoversi grazie alla presenza di flagelli. Sviluppa in un 
intervallo di temperatura compreso tra 10 °C e 48 °C, con un optimum fra 
30 °C e 37 °C. È in grado di crescere entro valori di pH compresi tra 4,3 
e 9,3 e di Aw compresi tra 0,912 e 0,950. Questo microrganismo è 
caratterizzato da un‟elevata resistenza sia in ambienti tendenzialmente 





 spore/g, rappresentando così la principale fonte di 
contaminazione per gli alimenti. Per tale motivo, questo microrganismo è 
riscontrabile frequentemente nei vegetali crudi, specialmente nelle 
spezie, nei cereali e nelle farine. Le spore, di forma ovale, si trovano in 
posizione centrale o subterminale, senza rigonfiamento della cellula 
madre (figura 11). La germinazione avviene a temperature comprese tra 5 
°C e 50 °C, con un optimum di 30 °C. Le spore sono resistenti a 
temperature elevate, radiazioni ionizzanti, disidratazione ed in generale 
anche agli stress termici, pertanto, l‟applicazione di comuni trattamenti 
volti ad aumentare la conservabilità dei prodotti alimentari, sono 
inefficaci ai fini dell‟eliminazione delle spore. Si instaurano, invece, le 
condizioni ideali per la germinazione della spora stessa. Data, la loro 
resistenza sono molto difficili da eliminare e rappresentano una 
importante fonte di contaminazione degli alimenti (James et al., 2009). 
Il batterio è in grado di produrre diverse tossine, sia in fase di crescita 
esponenziale, che nel momento di sporulazione, provocando una malattia 
alimentare che può essere caratterizzata da due diverse tipologie 
sintomatiche, a seconda delle tossine coinvolte. E‟ possibile osservare 
una sindrome diarroica oppure una sindrome emetica (Beecher et al., 
1995). 
Nella sindrome diarroica sembrano essere coinvolte diverse tipologie di 
tossine: tra le più importanti, l‟ emolisina (Hbl) con attività enterotossica, 
la tossina non emolitica Nhe ed infine la citotossina K (CytK), simile a 
quella prodotta da C. perfringens. Tra queste, la tossina riscontrata con 
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maggior frequenza e ritenuta la vera responsabile dell‟intossicazione 
alimentare da B. cereus con esiti diarroici è la tossina Hbl. Questa 
patologia è solitamente associata al consumo di cibi e prodotti alimentari, 
quali latte, carni, ortaggi, salse, dolciumi. La sintomatologia diarroica è 
imputabile all‟ingestione di cellule allo stato vegetativo e/o di spore o 
alla successiva crescita del bacillo con conseguente produzione di tossine 
a livello dell‟ileo. La sindrome diarroica, si manifesta generalmente entro 
6-15 ore dall‟ingestione dell‟alimento contaminato. L‟azione 
enterotossica induce la perdita di liquidi dalla mucosa intestinale. Al 
contrario le tossine ingerite con gli alimenti vengono di norma distrutte a 
livello gastrico e/o intestinale e, quindi, raramente determinano 





and Beuchat, 2007). La sindrome emetica è invece causata 
dall‟ingestione di una tossina denominata cereulide, preformata 
nell‟alimento. Questa tossina è una proteina a basso peso molecolare, 
prodotta durante la sporulazione, stabile a 121 °C per 90 minuti e in un 
range di pH compreso tra 2 e 11. Al contrario delle tossine diarroiche, 
non viene disattivata da enzimi come pepsina e tripsina. La sindrome 
emetica è simile a quella causata da S. aureus e solo di rado è legata a 
dissenteria (Tiecco, 1987). La tossina emetica è considerata la più 
pericolosa tra le tossine prodotte da B. cereus dal momento che può 
causare fulminanti insufficienze epatiche. Il tempo di comparsa dei primi 
sintomi viene stimato in 30 minuti dal momento dell‟ingestione della 
tossina stessa. La forma emetica che produce l‟intossicazione alimentare, 
viene solitamente associata al consumo di pasta, riso e più in generale a 
prodotti contenenti sostanze amidacee (Giaccone, 2004). La dose 





La resistenza della spora all‟essiccazione permette al germe di 
sopravvivere nella maggior parte dei prodotti disidratati. Poiché le spore 
prodotte da alcuni ceppi possono sopravvivere anche ad un trattamento 
termico di 92-96 °C, ben si comprende perché sia possibile isolare questo 
microrganismo da alimenti come il latte in polvere, con ulteriore 
possibilità di contaminazione per altri prodotti alimentari, nei quali 
questo tipo di latte viene aggiunto (creme e dessert). Anche il latte crudo 
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può subire contaminazioni, soprattutto nel periodo più caldo dell‟anno e 
in particolar modo quando le lattifere sono alimentate con insilati o 
tenute a stabulazione. Bacillus cereus forma, inoltre, un biofilm 
microbico fortemente adesivo alle superfici di lavoro e particolarmente 
resistente ai comuni disinfettanti. Riveste perciò notevole importanza nel 
settore degli alimenti, non solo perché è in grado di provocare 
intossicazione o tossinfezione, ma anche perché produce una vasta 
gamma di enzimi extracellulari responsabili della comparsa di alterazioni 
degli alimenti come, ad esempio, la coagulazione non acida del latte 
trattato termicamente all‟interno delle confezioni.  
Nel periodo compreso tra Gennaio 2009 e Giugno 2012 il Dipartimento 
di Igiene degli Alimenti, Istituto Zooprofilattico Sperimentale della 
Sardegna ha effettuato dei controlli ufficiali in campioni di ricotte fresche 
e salate per evidenziare la presenza di B. cereus per un totale di 157 
campioni. Da questo studio è emerso che la presenza di B. cereus è stata 
riscontrata nel 53% dei campioni, con una prevalenza maggiore nelle 
ricotte fresche (38%) rispetto alle salate (15%); il 72% dei campioni 
contaminati presentavano cariche ≥103 ufc/g, riscontrate soprattutto nella 
ricotta fresca, che in un caso ha raggiunto valori di 17 x 10
6
 ufc/g. 
Secondo un parere EFSA del 2005 la maggior parte dei casi le 










 ufc/g). Un dato rilevante della presente 
ricerca è dato dal fatto che la maggior parte dei campioni contaminati 
mostrava cariche superiori alla soglia di sicurezza (10
3
 ufc/g). Occorre 
ricordare che la presenza di questo microrganismo nei prodotti lattiero-
caseari deriva principalmente dalla contaminazione del latte nella 
produzione primaria ed è pertanto difficile da prevenire; il successivo 
trattamento termico del siero, ad esempio nel caso della produzione di 
ricotta, distrugge le forme vegetative di B. cereus, ma non garantisce 
uguale risultato verso le spore, che possono resistere a temperature 
prossime ai 120 °C. Nel caso della produzione della ricotta, la fase di 
sgrondo-raffeddamento-confezionamento, qualora avvenga troppo 
lentamente, rappresenta il momento di maggiore rischio, in quanto il 
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prodotto non presenta barriere efficaci verso la moltiplicazione batterica. 
Infatti, i valori di pH non vanno incontro a rapida diminuzione, come nel 
caso dei formaggi e quindi non può essere ostacolata la sopravvivenza o 
la moltiplicazione di B. cereus. Inoltre, i valori di aw rimangono elevati e 
non sono previsti successivi trattamenti di risanamento. E‟ quindi da 
ritenersi necessaria una maggiore attenzione verso il processo di 
produzione, con l‟introduzione di metodi di abbattimento rapido della 
temperatura per prevenire il rischio derivante da B. cereus e una 









FAMIGLIA DELLE ENTEROBACTERIACEAE 
I coliformi sono un gruppo di batteri appartenenti alla famiglia delle 
Enterobacteriaceae. I microrganismi appartenenti a questa famiglia 
rivestono una grande importanza in microbiologia alimentare, non solo 
perché molte specie sono patogene per l‟uomo, gli animali o le piante, 
ma anche perché, dato il loro metabolismo attivo, sono in grado di 
causare notevoli danni economici all‟industria conserviera. Sono 
organismi ubiquitari e vengono utilizzati come indicatori di 
inquinamento sia delle acque sia degli alimenti. Inoltre, dato il loro 
habitat naturale, l‟intestino dell‟uomo e degli animali, stanno ad indicare 
una possibile contaminazione fecale dei prodotti o quanto meno una 
cattiva igiene di lavorazione. Va comunque precisato che non tutti gli 
enterobatteri sono parassiti dell‟intestino dell‟uomo o degli animali, 
infatti, alcune specie possono avere origine acquatica o tellurica e non 
tutti sono patogeni per il loro ospite. Il primo a suggerire l‟impiego del 
Bacterium coli commune (E. coli), microrganismo isolato da alcuni 
pazienti affetti da colera, come indice di contaminazione fecale fu 
Schardinger (Scharding, 1892). Mentre nel 1895 Smith propose l‟utilizzo 
di questo microrganismo quale indice di misura della potabilità 
dell‟acqua destinata al consumo umano, segnando l‟inizio dell‟impiego 
dei coliformi come indicatori della presenza di patogeni nell‟acqua, 
procedura che venne poi applicata anche agli altri alimenti. I coliformi 
sono bastoncini asporigeni, gram negativi, in grado di fermentare il 
lattosio in 48 ore. Il gruppo comprende specie appartenenti a diversi 
generi, tra cui Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Hafnia, 
Klebsiella, Serratia, Raoultella, Salmonella e Yersinia. Negli anni più 
recenti lo sviluppo di moderni sistemi di identificazione degli organismi 
(principalmente basati su metodiche di biologia molecolare) ha 
radicalmente trasformato la tassonomia del gruppo, distinguendo e 
aumentando il numero di specie in esso comprese. I microrganismi 
appartenenti a questa famiglia presentano i seguenti caratteri generali: 
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crescono bene su terreni colturali contenenti numerosi substrati e a 
temperature comprese tra -2 °C e 50 °C, sviluppano a valori di pH 
compresi tra 4,4-9,0. Il loro metabolismo è fermentativo, producono acidi 
e gas dagli zuccheri, anche se esistono specie anaerobie, sono 
generalmente aerobi o anaerobi facoltativi, catalasi positivi e ossidasi 
negativi. La famiglia delle Enterobacteriaceae, in base ai prodotti finali 
ottenuti dalle fermentazioni dei carboidrati, può essere suddivisa in tre 
grandi gruppi: 
- fermentanti di tipo acido-misto; che danno come prodotti finali del 
metabolismo dei carboidrati acido formico, acido acetico, acido 
lattico, acido succinico ed etanolo, causando l‟abbassamento del pH 
del terreno colturale sino a valori inferiori 4,5. 
 
- fermentanti di tipo 2-3-butandiolo; i quali danno i prodotti finali del 
metabolismo degli idrati di carbonio vari acidi ed etanolo, con il 
prodotto principale rappresentato dal 2-3-butandiolo, il quale 
impedisce al pH del terreno di scendere al di sotto di 4,5. 
 
- fermentanti di tipo misto, i quali sono produttori di tutti i metaboliti 
menzionati nei punti precedenti, in proporzioni pressoché uguali. 
 
Sebbene la presenza negli alimenti di elevate concentrazioni di coliformi 
e di E. coli sia altamente indesiderabile, è impossibile eliminarli 
completamente dagli alimenti freschi e congelati. Nel caso dell‟acqua e 
dei prodotti lattiero-caseari, sono stati stabiliti da organizzazioni europee 
e/o mondiali di sicurezza alimentare limiti di accettabilità. Questi criteri 
riflettono parametri sia di fattibilità tecnica sia di sicurezza. Le procedure 
obbligatorie adottate dalle imprese alimentari su base volontaria, sono 
state riassunte e codificate nello Standard ISO 22000 che norma, tra 
l'altro, anche la rintracciabilità nelle filiere agroalimentari. Lo standard è 
basato sui principi dell‟HACCP definiti dal Codex Alimentarius, in 
accordo con le precedenti ISO 9000 e ISO 14000 (www.salute.gov.it). 
Può essere adottato da tutti gli operatori della filiera alimentare, non solo 
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direttamente coinvolti nel processo di produzione degli alimenti, ma 
anche indirettamente coinvolti (es. produttori di imballaggi, servizi di 
pulizia e derattizzazione). La tutela della sicurezza del consumatore e 
delle produzioni alimentare è affidata quindi alla Hazard Analysis 
Critical Control Point (HACCP) e all‟autocontrollo, anche se è 
comunque indispensabile disporre di limiti di presenza numerica definiti 
per i differenti microrganismi e classi di prodotti. Allo scopo, la 
legislazione comunitaria, negli anni Novanta del secolo scorso con lo 
strumento della direttiva da recepire dai singoli Stati membri e più 
recentemente con il Reg. 178/2002, e i regolamenti applicativi da essi 
derivati, ha stabilito i cosiddetti “criteri microbiologici”, ovvero i limiti 
di tolleranza di carica microbiologica sia per le materie prime che per i 
prodotti alimentari. Le normative comunitarie avevano introdotto e hanno 
confermato il principio dell‟autocontrollo come strumento innovativo, 
finalizzato a garantire la qualità igienico-sanitaria attraverso un‟attività 
“preventiva” trasferendo al produttore la responsabilità del controllo 
della sicurezza dei prodotti. Ciò è avvenuto applicando un sistema di 
controllo basato su misure atte a prevenire i possibili rischi (Quality 
Assurance, QA) attraverso una scrupolosa applicazione delle buone 
norme di fabbricazione (Good Manufacturing Practicies, GMP) e un 
costante e rigoroso monitoraggio di punti chiave del processo di 
produzione (HACCP) (Pierson e Corlett, 1992). Nel suo insieme il 
sistema prevede che, in base all‟analisi dei pericoli e delle probabilità che 
questi si traducano in rischio in un particolare prodotto, si stabiliscono 
procedure di produzione codificate (GMP, codificate in manuali di 
produzione) con precisi e validati sistemi di autocontrollo dei punti critici 
(HACCP) e procedure da attuare in presenze di anomalie. Tale sistema di 
controllo impone una modificazione, rispetto al passato, del modo di 
valutare e ottenere la qualità igienica di un alimento (Mucchetti e 
Neviani, 2006). 
Per questo motivo che nei prodotti lattiero-caseari la determinazione dei 
coliformi non va intesa come indicatore di un‟eventuale contaminazione 
fecale, ma solo come strumento di valutazione dello stato igienico 
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complessivo degli allevamenti e delle aziende di trasformazione 
(Reinbold, 1983).  
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2.5 SALMONELLA SPP. 
 
Salmonella è un microrganismo appartenente alla famiglia delle 
Enterobacteriaceae, Gram negativo, asporigeno, generalmente mobile 
per la presenza di flagelli peritrichi, aerobio-anaerobio facoltativo, 
catalasi positivo, ossidasi negativo, prevalentemente lattosio non 
fermentante e indolo negativo. Il genere Salmonella (figura 12) riveste 
una grande importanza in batteriologia alimentare, comprendendo specie 
patogene per l‟uomo ed in grado di provocare tossinfezioni alimentari; la 
loro identificazione è possibile sulla base di una serie di caratteristiche 
biochimiche, come la capacità di utilizzare particolari substrati, la 
produzione di alcuni enzimi e specifici prodotti metabolici e la capacità 
di fermentare determinati zuccheri. Dai primi isolamenti ad oggi la 
classificazione del genere Salmonella è stata più volte rivisitata fino a 
quando nel 1966 White ed in seguito Kauffman diedero una 
classificazione definitiva la quale distingueva il genere in due specie 
principali: S. enterica (Le Minor e Popoff, 1987) e S. bongori. Alla prima 
appartenevano sei sottospecie: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, 
houtenae (tabella 1). 
 
Specie Nome della sottospecie Numero  
della sottospecie 
S.enterica enterica I 
 salamae II 
 arizonae IIIa 
 diarizonae IIIb 
 houtenae IV 
 indica VI 
S.bongori  V 
Tabella 1 Classificazione delle salmonelle (secondo Le Minor, 1987) 
 
I sierotipi maggiormente coinvolti in casi di tossinfezioni alimentari 
appartengono alla specie S. enterica subsp. enterica, che comprende a 
sua volta un gran numero di sierotipi distinti sulla base degli antigeni 
somatici (O) e flagellari (H). Tra i diversi sierotipi un ruolo primario è 
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rivestito da S. Enteritidis e S. Typhimurium che rappresentano, da diversi 
anni, gli agenti eziologici più frequentemente implicati in diversi episodi 
di infezione nell‟uomo, costituendo un rilevante problema di sanità 
pubblica nella maggior parte dei paesi industrializzati. Dal punto di vista 
epidemiologico, le salmonelle possono essere collocate in tre gruppi: 
-  serovar infettive solo per l‟uomo: includono S. Typhy, S. 
Paratyphi A, S. Paratyphi C. Tale gruppo comprende gli agenti 
della febbre tifoide e paratifoide, le più severe di tutte le malattie 
causate da salmonelle; 
- Serovar adattate all‟ospite: includono specie patogene per l‟uomo 
e possono essere contratte dagli alimenti; 
- Serovar non adattate (senza ospiti preferenziali): includono specie 
patogene per l‟uomo e altri animali e includono la maggior parte 
dei sierotipi che si riscontrano negli alimenti (Chung e Goepfert, 
1970). 
Secondo uno studio svolto da Enter-net Italia, sistema di sorveglianza per 
le infezioni da enterobatteri patogeni, risulta che nel 2006 sono stati 
isolati 3.576 ceppi di Salmonella da casi di infezione umana, 
identificando salmonelle tifoidee in 41 casi: in 29 di questi era coinvolta 
S. Typhi, in 4 S. Paratyphi A, in 7 S. Paratyphi B ed in un solo caso è 
stata isolata S. Paratyphi C. Mentre i dati riportati nel Bollettino 
epidemiologico delle malattie infettive del Ministero della Salute 
mostrano la presenza di circa 10-15.000 casi di salmonellosi non tifoidee 
per anno. In Italia nel 2000 S. Typhimurium e S. Enteritidis hanno 
rappresentato oltre il 70% di tutti i sierotipi isolati dall‟uomo. A part ire 
dal 2001, S. Typhimurium è risultato in Italia il sierotipo più frequente, 
mentre a livello europeo S. Enteritidis continua ad essere il sierotipo più 
frequente nella maggior parte dei Paesi (www.ministerosalute.it). 
Per quanto riguarda la mortalità causata da infezioni da Salmonella spp., i 
dati ISTAT riportano circa 20 decessi annui e principalmente in soggetti 
anziani (ISTAT 1997-2001).  
Il principale serbatoio di questi microrganismi è rappresentato dal tratto 
intestinale di quasi tutti i vertebrati. I soggetti malati di salmonellosi 
eliminano con le feci grandi quantità di questi germi durante la fase 
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clinica della malattia e anche per varie settimane dopo la guarigione. Ciò 
causa un elevato tasso di diffusione dell‟agente eziologico nell‟ambiente 
e nelle acque con conseguente possibilità di infezione di altri soggetti e 
dei vari prodotti alimentari. Fra le cause che hanno portato alla diffusione 
di Salmonella nell‟ambiente, vi è l‟incremento negli allevamenti intensivi 
a discapito di quelli estensivi. Questa trasformazione ha determinato un 
aumento del consumo di farine per animali prodotte in condizioni 
igieniche non idonee e che spesso risultano contaminate. Affinché si 
verifichi clinicamente un‟infezione da Salmonella, è necessario ingerire 
un discreto numero di germi vivi e vitali. Per le sierovarianti che causano 
la sindrome tifoidea (S. Typhi, S. Paratyphi A, B e C) il numero 





contrariamente a quanto si verifica per i sierotipi che determinano le 




ufc/g) (Tiecco, 1987). 
Bisogna comunque sottolineare che anche se l‟ingestione di un basso 
numero di germi non causa malattia, può comunque contribuire alla 
diffusione del germe stesso.
 
I fattori che giocano un ruolo importante nella moltiplicazione delle 
salmonelle all‟interno delle matrici alimentari sono: l‟umidità, l‟acidità 
della matrice, la composizione dell‟alimento, la temperatura di 
conservazione, eventuali trattamenti termici a cui l‟alimento viene 
sottoposto. E‟ noto che le salmonelle non sono in grado di riprodursi in 
ambienti caratterizzati da valori di aw inferiori a 0,92, questa condizione 
comunque causa solo una riduzione numerica dei microrganismi che 
riescono comunque a sopravvivere. Per quanto riguarda l‟acidità, le 
salmonelle non sviluppano in ambienti caratterizzati da pH inferiore a 4,5 
o superiore a 9, questo fattore esercita infatti un effetto battericida 
(Chung e Goepfert, 1970); mentre le basse temperature (<7 °C) limitano 
il loro sviluppo facendole comunque rimanere vive e vitali. Con 
temperature superiori ai 46 °C si ha la morte del microrganismo. Le 
salmonelle sono state isolate da alimenti preparati e confezionati a livello 
industriale; gli alimenti contaminati comprendevano preparati per torte, 
impasti per biscotti e miscele per panini e focacce di mais. Questi 
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microrganismi sono stati isolati anche da farine di cocco, condimenti per 
insalate, maionese, latte e molti altri alimenti. 
L‟importanza delle salmonelle in microbiologia alimentare è legata 
soprattutto all‟elevato potere patogeno per l‟uomo, nel quale può 
provocare fenomeni di tossinfezioni alimentari oppure una forma di tifo o 
paratifo. Le tossinfezioni si manifestano dopo un periodo di incubazione 
di 18-24 ore dall‟ingestione dell‟alimento infetto. Clinicamente la 
sindrome morbosa si manifesta con cefalea, vomito diarrea, dolori nella 
parte superiore dell‟addome e temperatura corporea elevata. I casi più 
gravi si manifestano nei bambini, negli anziani e nei soggetti debilitati 
causando anche la morte. Le forme enteriche ospite-specifiche causate da 
S. Typhi e S. Paratyphi si manifestano con febbre alta e solo dopo 7-10 
giorni presentano anche fenomeni diarroici. La presenza di Salmonella 
nei prodotti alimentari deve essere sempre considerata pericolosa perché 
può provocare fenomeni morbosi nell‟uomo, può favorire lo stabilirsi di 
portatori sani tra gli operai dell‟industria di conservazione degli alimenti 
causando contaminazione degli utensili dell‟industria stessa, 
contaminando gli impianti ed i prodotti lavorati. Il controllo della 
salmonellosi richiede interventi nei vari punti del ciclo epidemiologico; 
in primo luogo si deve provvedere al risanamento dei mangimi 
contaminati poiché la loro somministrazione agli animali causerà la 
contaminazione di carni, uova e di prodotti alimentari che verranno 
realizzati con questi ingredienti. La contaminazione potrebbe così 
estendersi agli allevamenti, ai macelli, alle industrie di trasformazione e 
di conseguenza anche le acque reflue degli stabilimenti andrebbero a 
contaminare tutto ciò che si trova nelle vicinanze dello stabilimento 
infetto. Per evitare la malattia nell‟uomo è indispensabile che questi cibi 
non vengano consumati. Infatti, tutti gli alimenti che risultano essere 
inquinati  devono essere eliminati dal consumo e trattati in modo tale da 
assicurare la completa distruzione delle salmonelle, prima di un 
eventuale riutilizzo per altri sottoprodotti; nel caso non fossero idonei 
neanche per quest‟utilizzo devono essere distrutte avendo cura di non 
diffondere l‟agente eziologico nell‟ambiente. Sebbene il numero totale di 
infezioni sostenute dal genere Salmonella abbia subito un decremento nel 
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corso degli ultimi anni, sia in Europa che in Italia, essa continua a 
rimanere l‟agente di malattia trasmessa da alimenti più frequentemente 
isolato. Secondo uno studio effettuato dalle Autorità Sanitarie e notificate 
al Center for Disease Control (CDC) ha dimostrato che la Salmonella 
può essere isolata anche dal latte crudo non pastorizzato e dai formaggi 
freschi o molli. Ma anche da altri alimenti quali latte in polvere, 
formaggio Cheddar a media stagionatura e nel latte non correttamente 
pastorizzato (Mucchetti e Neviani, 2006). 
 
Figura 12: Salmonella (http://biotechpress.supbiotech.fr) 
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2.6 ESCHERICHIA COLI  
 
I batteri appartenenti alla specie Escherichia coli fanno parte della 
famiglia delle Enterobacteriaceae, bacilli Gram-negativi, classificati 
sulla base delle proprietà biochimiche e della struttura antigenica. 
Tuttavia, nonostante la grande varietà di generi compresi in questa 
famiglia, meno di 20 specie sono responsabili del 95% delle infezioni 
nell'uomo. La specie più importante dal punto di vista clinico è E. coli 
(figura 13); il suo nome deriva dal suo scopritore, Theodor Escherich, 
pediatra tedesco che isolò il batterio dalle feci di neonati e lo correlò ad 
un'enterite fatale che colpiva i bambini. Inizialmente, il batterio prese il 
nome di Bacillus communis coli e solo dopo la morte del pediatra acquisì 
il nome di Escherichia coli. All'interno della specie E. coli si distinguono 
almeno 171 sierotipi, caratterizzati da diverse combinazioni degli 
antigeni O, K, H ed F. Si tratta di batteri che non sviluppano sotto i 7°C 
ne al di sopra dei 45 °C, sono inattivati in 15 secondi a temperature 
maggiori di 70°C. La maggior parte dei sierotipi di solito non è patogena, 
ma alterante per gli alimenti perché metabolizza gli zuccheri producendo 
CO2. Di solito vengono trasmessi all'uomo tramite il consumo di alimenti 
che sono stati prodotti in cattive condizioni igieniche. E.coli fa parte, 
infatti, del gruppo dei coliformi di origine fecale utilizzati come 
indicatori di igiene. E.coli possiede particolari fattori di virulenza come 
le adesine e le esotossine. Le adesine permettono al batterio di permanere 
nel tratto gastroenterico ed urinario, poiché lo rendono capace di aderire 
alle cellule di rivestimento ed evitare così di essere eliminato dalla 
motilità intestinale o dal flusso urinario. I ceppi di E. coli presentano 
numerose adesine altamente specializzate, che comprendono antigeni del 
fattore di colonizzazione (CFA/I, CFA/II, CFA/III), fimbrie di adesione 
aggreganti (AAF/I, AAF/II), pili a fasci (Bfp), intimina, pili P (che si 
legano agli antigeni del gruppo sanguigno P), proteine Ipa (antigene 
plasmidico di invasione) e fimbrie Dr (che si legano agli antigeni del 
gruppo sanguigno Dr).  
E. coli produce anche diverse esotossine tra cui: le tossine Shiga-like o 
verocitossine (Stx-1 e Stx-2), le tossine termostabili (STa e STb), le 
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tossine termolabili (LT-1 e LT-2) e le emolisine (HlyA). I ceppi 
responsabili delle gastroenteriti sono suddivisi in sei gruppi, classificati 
in base alle caratteristiche di virulenza, al meccanismo patogenetico, alla 
sindrome clinica associata e al sierogruppo O: 
- E. coli enteropatogeni (EPEC): furono i primi E. coli ad essere associati 
alla malattia diarroica in età pediatrica nei paesi in via di sviluppo. La 
malattia è causata dalla capacità di questi ceppi di aderire all'epitelio 
dell'intestino tenue e di interferire con l'assorbimento delle sostanze e 
causare la diarrea.  
- E. coli enterotossigeni (ETEC): causano gastroenteriti che si riscontrano 
molto comunemente nei paesi in via di sviluppo e possono causare 
diarrea nei viaggiatori. Perché si verifichi l'infezione, la carica batterica 
deve essere elevata e quindi conseguente all'ingestione di alimenti o 
acqua contaminati da feci infette. Gli ETEC producono due classi di 
enterotossine: tossine termostabili (STa e STb) e tossine termolabili (LT-
1 e LT-2). La diarrea causata dagli ETEC si manifesta dopo 1-2 giorni di 
incubazione e dura 3-4 giorni. I sintomi sono rappresentati da crampi, 
nausea, vomito e diarrea acquosa.  
- E. coli enteroemorragici o verocitossici (EHEC o VTEC): sono i ceppi 
più comunemente responsabili di malattia nei paesi industrializzati. I 
ceppi enteroemorragici vengono definiti anche verocitotossici  perché 
producono una potente citotossina, simile a quella prodotta da Shigella 
chiamata verocitotossina o Shiga-like toxin. Il suo nome è dovuto al fatto 
che, se viene messa a contatto con un monostrato di cellule (linee 
cellulari VERO), ne provoca rapidamente la distruzione. I ceppi 
verocitotossici, sono rappresentati da una quindicina di sierotipi, il più 
noto dei quali è O157:H7. La gravità della malattia causata da questo 
ceppo varia da una lieve diarrea senza complicazioni ad una colite 
emorragica con dolori addominali acuti, diarrea sanguinolenta, vomito e 
febbre bassa o assente. 
- E. coli enteroinvasivi (EIEC): sono rari negli Stati Uniti e non comuni 
nei paesi in via di sviluppo. I ceppi patogeni sono associati 
essenzialmente a pochi sierotipi O: O124, O143 e O164; sono simili per 
le proprietà fenotipiche e patogene a ceppi di Shigella. Sono in grado di 
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invadere e distruggere l'epitelio del colon, determinando inizialmente 
diarrea acquosa. Pochi pazienti procedono verso la forma dissenterica 
della malattia caratterizzata da febbre, crampi addominali, sangue e 
leucociti nelle feci. La distruzione delle cellule epiteliali può portare 
anche ad ulcerazione della mucosa del colon (Calderwood et al., 1996). 
- E. coli enteroaggreganti (EAEC): sono coinvolti in casi di diarrea che si 
manifesta nei bambini in paesi in via di sviluppo e nei viaggiatori. I 
batteri si agglutinano formando degli ammassi; questo processo è 
mediato da fimbrie formanti fasci e dalle fimbrie di aderenza la cui 
presenza è codificata dal gene plasmidico. I batteri stimolano la 
secrezione di muco, che va ad avvolgerli in un biofilm, che si stratifica 
sull'epitelio dell'intestino tenue. A seguito della riduzione della lunghezza 
dei microvilli, si osservano infiltrazione mononucleata ed emorragia. 
- E. coli diffusamente aderenti o enteroaggreganti-diffusi (DAEC): la 
malattia consiste in una diarrea acquosa che si riscontra principalmente in 
bambini con età compresa tra 1 e 5 anni. 
Tra i microrganismi trasmissibili all'uomo con il consumo di alimenti, gli 
stipiti di Escherichia coli O157 produttori di verocitotossine (in 
particolare, il sierotipo O157:H7) hanno assunto importanza crescente a 
partire dai primi episodi segnalati negli anni '80. La severità 
dell'infezione presenta quadri variabili da una diarrea non complicata ad 
una colite emorragica, fino alla sindrome emolitico-uremica (SEU). La 
bassa dose infettante, rende il microrganismo particolarmente temibile, 
soprattutto per i soggetti più vulnerabili, quali i bambini e gli anziani. Per 
il siero gruppo O157, il principale serbatoio è il bovino considerato anche 
come eliminatore asintomatico, anche se la presenza del microrganismo è 
maggiormente presente nelle feci dei vitelli svezzati rispetto ai bovini 
adulti. Spesso però sono solo considerati come portatori temporaneo 
poichè il batterio può stazionare anche nella stalla o nell'ambiente. E' 
stato anche verificato che la percentuale di presenza del batterio nel 
rumine può sensibilmente aumentare se gli animali sono sottoposti ad 
eventi stressanti. Questi eventi possono causare alterazioni del pH 
ruminale, ma soprattutto una diminuzione della concentrazione di acidi 
grassi volatili, che di solito esercitano un ruolo inibente verso la crescita 
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di E. coli O157. L'eliminazione del batterio avviene tramite le feci ed ha 
una durata variabile nei singoli animali e può essere intermittente. La 
cessazione dello stato di portatore avviene in circa 30-40 giorni. La 
malattia può avere un andamento stagionale, infatti, è più frequente nei 
mesi caldi ed è stata attribuita soprattutto al consumo di latte crudo o mal 
pastorizzato, al consumo di carni rosse macinate crude o poco cotte. Le 
carni bovine possono essere contaminate durante la macellazione e il 
latte durante la fase di mungitura. Si possono avere anche contaminazioni 
crociate in fase di produzione come nella preparazione di succhi di frutta 
non pastorizzati. L'infezione può derivare anche dall'ingestione di acqua 
contaminata, in cui il patogeno può sopravvivere a lungo. Mentre altre 
fonti di infezione possono essere rappresentate da vegetali crudi e frutta. 
Inoltre, la spiccata acido-tolleranza del microrganismo, ne permette la 
sopravvivenza anche in alimenti particolarmente acidi, come il sidro di 
mela non pastorizzato. Infatti, è stato dimostrato che ceppi di questo 
batterio sono in grado di sopravvivere a pH inferiori a 2,5 per più di due 
ore e che nella fase stazionaria essi sono più resistenti a bruschi cali di 
pH, rispetto alla fase esponenziale di crescita. Dati sperimentali hanno 
confermato che E. coli è in grado di sopravvivere a fermentazione, 
asciugatura e stoccaggio degli insaccati a media stagionatura per due 
mesi a 4°C. Altri potenziali serbatoi sono ovini, caprini, suini, pollame, 
selvaggina, cani, gatti, piccioni, gabbiani. In particolare, i polli, come i 
bovini, e recentemente anche il bufalo si comportano nella maggior parte 
dei casi come portatori ed eliminatori asintomatici. Mentre per quanto 
riguarda i prodotti della pesca, il loro ruolo è ancora da definire, ma 
sembrano scarsamente inquinati. Durante uno studio sono stati isolati 
VTEC O157 dal contenuto intestinale di un suino macellato, che 
proveniva da un allevamento in cui l'alimentazione comprendeva siero di 
latte bovino. Questa pratica potrebbe essere il punto cruciale per il 
passaggio di E. coli O157 dai ruminanti al suino. In Italia, il primo caso 
di infezione da  E. coli O157 venne descritto nel 1988, anno in cui si 
istituì il sistema di sorveglianza nazionale della sindrome emolitico-
uremica in età pediatrica, coordinato dall'Istituto Superiore di Sanità. 
Questo sistema di sorveglianza, ha permesso di identificare, dal 1988 al 
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2000, 245 casi di infezione da VTEC; sono stati registrati altri due 
importanti episodi epidemici, associati ad infezione da E. coli O111 e da 
E. coli O157, rispettivamente nel 1992 e nel 1993; in entrambi i casi la 
fonte di infezione non è mai stata individuata. Nel 2011 in Italia sono 
stati segnalati casi di sindrome emolitico-uremica causati da E. coli. 
Dopo varie indagini l‟Istituto Superiore di Sanità ha indicato come 
possibile fonte del focolaio il consumo di germogli di fieno greco 
importati dall‟Egitto tra il 2009 e il 2011. Mentre all‟inizio del mese dell‟ 
agosto 2013, il sistema di sorveglianza del Registro italiano della 
Sindrome emolitico uremica ha riscontrato un significativo aumento di 
casi di SEU rispetto all‟atteso stagionale, in alcune Province della Puglia. 
le indagini condotte hanno analizzato  la catena di approvvigionamento e 
distribuzione di alcune filiere di produzione di alimenti, sia di origine 
animale sia vegetale verificando che la causa della diffusione del batterio 
proveniva da potenziali fonti di contaminazione ambientale (EFSA, 
2013). La prevenzione e l‟esclusione dell‟infezione di origine alimentare 
da E. coli sono possibili se gli alimenti vengono conservati a temperature 
non superiori a 4,4 °C oppure non inferiori a 60 °C, in quanto E. coli è 
sensibile ai termo trattamenti e viene distrutto dalla pastorizzazione  
(James et al., 2009). 
 
 
Figura13: E.coli ( www.foodpoisonjournal.com) 
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2.7 SHIGELLA SPP. 
Il genere Shigella comprende microrganismi a forma di bastoncino, 
appartenenti alla famiglia delle Enterobacteriaceae, Gram-negativi, 
aerobi-anaerobi facoltativi, immobili (in quanto privi di flagelli), ossidasi 
negativi, catalasi positivi, ad eccezione della Sh. dysenteriae sierotipo 1, 
con metabolismo fermentativo, asporigeni. Il genere è stato così chiamato 
in onore del suo scopritore, un medico batteriologo giapponese, Kiyoshi 
Shiga. Sulla base degli antigeni somatici O, il genere Shigella è 
classificato in quattro sierogruppi, che a loro volta comprendono e 45 
sierotipi. Il sierogruppo A comprende Sh. dysenteriae (12 sierotipi), il 
sierogruppo B comprende Sh. flexneri (6 sierotipi), il sierogruppo C 
comprende Sh. boydii (23 sierotipi), il sierogruppo D comprende Sh. 
sonnei (1 sierotipo). 
I primi tre sierogruppi (A, B e C) sono fisiologicamente simili, mentre il 
sierogruppo D può essere identificato in base a test metabolici. L'analisi 
genetica del genere Shigella ha dimostrato che le sue quattro specie in 
realtà possiedono caratteristiche biologiche e fisiologiche assimilabili ad 
Escherichia coli. 
Sh. dysenteriae rappresenta il sierotipo più patogeno. Esso determina una 
forma morbosa caratterizzata da dolori addominali, tenesmo, piressia, 
diarrea con feci muco sanguinolente. Sono sufficienti 10 ufc/g per 
determinare l‟infezione. Sh. sonnei è invece responsabile della forma più 
leggera di shigellosi nella quale solo raramente si hanno feci 
sanguinolente. Le specie Sh. flexneri e Sh. boydii causano una 
patogenicità intermedia tra le due specie precedentemente menzionate. 
Questi microrganismi hanno come habitat naturale l‟intestino dell‟uomo, 
sono stati spesso isolati nelle acque inquinate e nelle feci umane. La loro 
azione patogena è dovuta alla spiccata invasività nei confronti 
dell'epitelio intestinale dell'ileo, del colon ed alla produzione di 
endotossine ed esotossine, in particolare della tossina Shiga (Stx), 
prodotta da parte di Sh. dysenteriae (figura 14). Il bersaglio della Shigella 
sono le cellule M delle placche di Peyer nell'intestino, il microrganismo 
tramite il sistema di secrezione di tipo III, inocula nella cellula bersaglio 
quattro proteine (IpaA, IpaB, IpaC, IpaD) che ne increspano la membrana 
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favorendone la sua l'internalizzazione. Una volta internalizzata Shigella 
lisa gli endosomi e si replica nel citoplasma. La propagazione del batterio 
da una cellula all'altra non può avvenire per spostamento attivo del 
batterio, essendo immobile, ma è permessa dal riarrangiamento dei 
filamenti di actina, ciò permette a Shigella di sfuggire al controllo 
immunitario. Il microrganismo tende generalmente a infettare prima la 
parte terminale dell'ileo, dove avviene poi la sua moltiplicazione, 
determinando una forma morbosa nota sotto il nome di dissenteria 
bacillare o shigellosi (James et al., 2009). Questa si manifesta 1-3 giorni 
dopo l'ingestione dell‟alimento infetto, provocando un'enterite 
caratterizzata da crampi addominali, diarrea, febbre e feci emorragiche. Il 
primo sintomo di una shigellosi è il tenesmo che risulta in una diarrea 
acquosa causata dall'enterotossina. Dopo 1-2 giorni dai primi sintomi si 
verificano crampi intestinali, frequente tenesmo, emissione di feci 
emorragiche e purulente che denotano l'avvenuta invasione della mucosa 
del colon. L'infezione nella maggior parte dei casi si risolve 
spontaneamente dopo 1-2 settimane, ma spesso si preferisce il ricorso ad 
antibiotici per limitare i rischi di contagio. Raramente alcuni pazienti 
sono asintomatici e divengono portatori sani. I neonati, gli anziani e gli 
infermi sono più suscettibili alla malattia. Sh. dysenteriae provoca le 
shigellosi più gravi. Generalmente l‟agente eziologico della malattia 
penetra nell‟organismo attraverso la via orale in seguito all‟ingestione di 
prodotti contaminati, in alcuni casi anche le mosche rappresentano un 
grave fattore epidemiologico. Le shigelle sono state anche incriminate in 
fenomeni tossinfettivi, anche se la loro incidenza è estremamente 
inferiore rispetto a quelle delle salmonelle. Dagli studi epidemiologici 
compiuti su questi episodi tossinfettivi hanno quasi sempre dimostrato 
che l‟alimento responsabile delle tossinfezione alimentare era stato 
contaminato dal personale addetto alla sua manipolazione. Le shigelle 
sono state isolate in alimenti manipolati come insalate di patate, tonno, 
gamberetti, maccheroni e pollo, verdure crude, latte, prodotti caseari e 
pollami. La contaminazione di questi alimenti avviene, usualmente, per 
via oro-fecale. Le acque contaminate da feci e la manipolazione non 
igienica degli alimenti sono le cause di contaminazione più comune, 
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quindi una buona cottura (dato che Shigella è un microrganismo termo-
sensibile, inibito a temperature superiori a 70 °C) ed una manipolazione 
igienica degli alimenti possono prevenire le infezioni da Shigella (James 
et al., 2009). 
 
Figura 14: Shigella dysenteriae (www.bioquells.com) 
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2.8 YERSINIA ENTEROCOLITICA  
 
Il genere Yersinia comprende microrganismi bastoncellari o 
coccobacilari, di dimensioni compresi tra gli 0,5 e gli 1,3 μm, immobili a 
37 °C, ma mobili per la presenza di flagelli peritrichi se coltivati a 
temperature inferiori ai 30 °C. Sono batteri psicrofili, pertanto crescono 
anche a basse temperature (intorno ai 4 °C). Il genere comprende undici 
specie, ma i sierotipi patogeni per l‟uomo appartengono tutti alle specie 
Y. enterocolitica (figura15), Y. pestis e Y. pseudotubercolosis. Y. 
enterocolitica viene suddivisa in base agli antigeni O, in oltre 50 
sierotipi, molti dei quali non patogeni per l‟uomo. Il sierotipo O:3 
rappresenta però il principale responsabile delle infezioni nell‟uomo, con 
i biotipi 1A, 1B, 2, 3, 4 e 5. Tuttavia recentemente anche i sierotipi O:1, 
O:2, O:5, O:8 e O:9 sono stati associati a manifestazioni cliniche sia in 
animali che nell‟uomo. La principale modalità di trasmissione della Y. 
enterocolitica è rappresentata dagli alimenti, come conseguenza della sua 
capacità replicativa anche a basse temperature e alla sua resistenza per 
lunghi periodi al di fuori dell‟organismo ospite, mantenendo comunque 
le sue capacità metaboliche. Il numero di infezioni umane è andato 
crescendo negli ultimi anni, e la presenza di Yersinia è ormai accertata in 
un‟ampia gamma di alimenti quali: torte, carni confezionate sotto vuoto, 
prodotti ittici, ortaggi, latte, carne di manzo, agnello e maiale (Leinster et 
al., 1975). I suini, infatti, rappresentano il principale serbatoio del 
batterio, pertanto probabilmente la carne di questi animali è il principale 
veicolo d‟infezione per l‟uomo se consumata cruda o poco cotta. Nel 
suino, portatore asintomatico, il patogeno si localizza a livello dell‟ 
amigdala, lingua, palato molle, linfonodi e intestino, pertanto anche le 
feci dell‟animale possono costituire un importante fattore di 
contaminazione ambientale. Y. enterocolitica è stata associata a diversi 
focolai d‟infezione legati anche al consumo di latte e prodotti lattiero-
caseari e di acqua contaminata. Circa il 60-70% dei casi di tossinfezione 
si verificano nei bambini. La malattia clinica può presentarsi con tre 
forme di gravità che vanno da un‟infezione acuta, una fulminante ad una 
lieve infezione cronica. La sintomatologia più comune è rappresentata da 
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ipertermia, dolori addominali e diarrea, spesso emorragica. La yersiniosi, 
infatti, è associata ad una vasta gamma di manifestazioni cliniche, tra le 
quali prevalgono quelle enteriche. Le lesioni si possono osservare in ogni 
parte del tratto intestinale con un aumento del contenuto del fluido 
intestinale, formazione di piccoli noduli sulla superficie della mucosa, 
lievi erosioni ed ulcere con essudato fibrinoso. Il digiuno e l‟ileo sono i 
tratti intestinali più colpiti. Inizialmente, la colonizzazione della mucosa 
intestinale comporta la formazione di microascessi. Questi contengono 
aggregati di coccobacilli e neutrofili che formano masse necrotiche. I 
linfonodi mesenterici sono solitamente edematosi. Nel corso di molte 
infezioni acute, le placche del Peyer sono notevolmente alterate, con 
colonie di batteri e ascessi necrotici. La formazione dell‟ascesso e 
l‟infiltrazione delle cellule infiammatorie, causano una perdita 
dell‟integrità della mucosa, atrofia dei villi intestinali ed ipertrofia delle 
cripte. Come risultato del danno alla mucosa, la perdita di liquidi porta a 
diarrea da malassorbimento. La diarrea tende a non essere emorragica. Y. 
enterocolitica può diffondersi nella circolazione sanguigna e giungere ai 
linfonodi mesenterici ed alle vie linfatiche dove può determinare 








3. SCOPO DELLA TESI  
Lo scopo della tesi è stato quello di analizzare le diverse tipologie di 
prodotti lattiero-caseari al fine di evidenziare una eventuale 
contaminazione da parte di microrganismi patogeni o indicatori di igiene. 
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4. MATERIALI E METODI 
 
Sono stati sottoposti a prove microbiologiche 45 campioni appartenenti a 
diverse tipologie di prodotti lattiero-caseari. Tutti i campioni erano 
rappresentati da prodotti artigianali, provenienti da caseifici tradizionali 
del territorio regionale e commercializzati in tale contesto. I campioni si 
presentavano farciti di matrici alimentari che ne completavano il valore 
nutrizionale e le caratteristiche merceologiche. I campioni erano 
regolarmente presenti in commercio e come tali sono stati acquistati nella 
loro confezione originale presso supermercati, gastronomie, caseifici o 
presso attività di ristorazione collettiva (es. tavole calde). 
 
I prodotti analizzati sono stati: 
 sfoglia di mozzarella ripiena con insalata, tonno, prosciutto, 
funghi, maionese, pomodoro e rucola (numero campioni: 20) 
 scamorze con nduja (numero campioni: 5) 
 caprini con rucola e pecorini primo sale con peperoncino, pepe 
nero o rucola (numero campioni: 20) 
 
Di seguito sono riportate le indagini microbiologiche effettuate per 
ciascun campione, specificando il metodo utilizzato ed il campo di 
applicazione. 
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4.1 STAPHYLOCOCCUS AUREUS (UNI EN ISO 6888-1: 2004) 
 
4.1.1 SCOPO E CAMPO DI APPLICAZIONE 
 
La presente ISO specifica un metodo orizzontale per la conta degli 
stafilococchi coagulasi positivi a partire da prodotti destinati al consumo 
umano; mediante conta delle colonie ottenute su terreno solido (Baird-
Parker) a seguito di incubazione in aerobiosi a 37 °C per 24/48 h. 
 
4.1.2 PREPARAZIONE DEL CAMPIONE DI PROVA 
 
Prelevare 10 grammi del prodotto da analizzare e aggiungere 90 grammi 
di diluente (soluzione salina peptonata sterile). Omogeneizzare con 
stomacher. Inoculare 0,1 ml con una pipetta sterile, di campione di prova 
in piastra Petri contenete Baird-Parker. Ripetere lo stesso procedimento 
con tutte le diluizioni effettuate. Utilizzando una spatola per batteriologia 
distendere accuratamente ed il più velocemente possibile l‟inoculo sulla 
superficie della piastra cercando di non toccare i margini della piastra. 
Lasciar essiccare la piastra con i coperti chiusi per circa 15 minuti a 
temperatura di laboratorio. Capovolgere poi le piastre ed incubarle per 
24-48 ore nel termostato a 37 °C. 
 
4.1.3 SELEZIONE DELLE PIASTRE E CONFERMA 
DELL’IDENTIFICAZIONE 
 
Inseguito ad incubazione per 24/48 ore, marcare e contare tutte le colonie 
tipiche presenti. Queste sono nere o grigie lucenti e convesse e sono 
circondate da un alone chiaro che può essere parzialmente opaco (figura 
16). Dalla superficie di ogni colonia selezionata asportare con un‟ansa un 
inoculo  e trasferirlo in una provetta contenente brodo BHI. Incubare per 
24 ore a 37 °C. Successivamente è stata effettuata la prova della 
coagulasi disponendo in modo asettico 0,1 ml del brodo di coltura e 0,5 
ml di plasma di coniglio in una provetta ed incubando il tutto per 24 ore a 
37 °C. Controllare l‟eventuale formazione di coaguli. La prova è da 
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considerarsi positiva se il volume del coagulo è maggiore della metà del 
volume originale del liquido. 
 
4.1.4 RICERCA ENTEROTOSSINE STAFILOCOCCICHE 
 
Qualora l‟enumerazione di stafilococchi coagulasi positivi fosse risultata 
superiore a 10
5
 ufc/g, è stata effettuata la ricerca delle enterotossine 
mediante metodica VIDAS Staph. eneterotoxin. 
Il campione è stato concentrato tramite dialisi contro una soluzione di 
polietilenglicol (PEG) (25 g di campione + 40 ml di acqua distillata a 38 
°C). In questa fase si ha l‟omogeneizzazione e dispersione delle 
enterotossine nella fase acquosa. Il campione subisce inoltre 
acidificazione e alcalinizzazione per eliminare le interferenze che 
potrebbero dare dei falsi positivi. 
Il surnatante finale è sottoposto a dialisi per una notte per permettere la 
concentrazione delle enterotossine eventualmente presenti. 




Figura 16: colonie di Staphylococcus aureus su Baird-Parker. 
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4.2 LISTERIA MONOCYTOGENES (UNI EN ISO 11290-1: 2005) 
 
4.2.1 SCOPO E CAMPO DI APPLICAZIONE 
 
La presente ISO specifica un  metodo orizzontale per la ricerca Listeria 
spp. a partire da alimenti di origine animale e vegetale. 
 
4.2.2 PREPARAZIONE DEL CAMPIONE DI PROVA 
 
Prelevare x grammi di prodotto o x ml a 9x grammi o 9x ml (ottenendo 
un rapporto di diluizione di 1:10) di Half Fraser Broth (HFB) e 
omogeneizzare in stomacher. Incubare per 24 ore a 30 °C. Trascorso il 
tempo di incubazione, trasferire 0,1 ml di HFB in un arricchimento 
secondario costituito da 10 ml Fraser Broth incubandolo a 37 °C per 48 
ore, contemporaneamente seminare su i due terreni solidi aloa e oxford 
incubandoli a 37 °C per 24 ore (in assenza di crescita o crescita scarsa 
incubare per ulteriori 24 ore). Dopo le 48 ore prelevare un‟ansata dal 
Fraser Broth e seminare su i due terreni solidi: agar oxford e aloa. Infine 
incubare a 37 °C per 24/48 ore.  
 
4.2.3 SELEZIONE DELLE PIASTRE E CONFERMA 
DELL’IDENTIFICAZIONE 
 
Selezionare le colonie sospette, su Aloa cresceranno colonie blu-verdi 
circondate da un alone opaco, su Oxoford cresceranno colonie nere. 
(figura 17). Eseguire sub-colture su agar sangue. Dopo incubazione a 37 
°C per 24 ore procedere con l‟identificazione biochimica attraverso il 







Figura 17: colonie di  Listeria monocytogenes su terreno aloa e oxford. 
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4.3. BACILLUS CEREUS (UNI EN ISO 7932:2005) 
 
4.3.1 SCOPO E CAMPO DI APPLICAZIONE  
 
La presente ISO specifica un metodo orizzontale per la ricerca di Bacillus 
cereus a partire da alimenti di origine animale e vegetale. 
 
4.3.2 PREPARAZIONE DEL CAMPIONE DI PROVA 
 
Prelevare 10 grammi di prodotto da analizzare e diluire con 90 ml di 
diluente (soluzione salina peptonata sterile). Omogeneizzare con 
stomacher. Preparare delle diluizioni scalari del campione, poi depositare 
0,1 ml delle stesse sulla piastre Petri contenenti MYP agar e distribuire 
accuratamente l‟inoculo su tutta la superficie del terreno utilizzando 
un‟ansa o una spatola a L; lasciar asciugare e incubare a 30 °C per 
18/24ore. In caso di assenza di colonie o crescita insufficiente incubare le 
piastre per altre 24 ore. Dopo il periodo di incubazione scegliere le 
piastre di due diluizioni successive contenenti meno di 150 colonie.  
 
4.3.3 SELEZIONE DELLE PIASTRE E CONFERMA 
DELL’IDENTIFICAZIONE 
 
Le colonie sospette di B. cereus si presentano larghe rosa e generalmente 
circondate da una zona di precipitazione (figura 18). Si selezionano 
cinque presunte colonie sospette da ogni piastra e si strisciano su MYP 
agar incubandole per 18/24 ore a 30 °C. Successivamente verificare la 
capacità emolitica di B. cereus, seminando le colonie su piastre di agar 












Figura 18: colonie di B.cereus su terreno MYP agar. 
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4.4 CONTA COLIFORMI (UNI ISO 4832:2006) 
 
4.4.1 SCOPO E CAMPO DI APPLICAZIONE 
 
Questo standard internazionale fornisce le linee guida generali per 
l‟enumerazione di coliformi. E‟ applicato ai prodotti alimentari destinati 
ad uso umano, alimentazione animale e campioni ambientali. 
 
4.4.2 PREPARAZIONE DEL CAMPIONE DI PROVA 
 
Prelevare 10 grammi del prodotto da analizzare e diluire con 90 ml di 
diluente (soluzione salina peptonata sterile), omogeneizzare con 
stomacher ed eseguire le diluizioni scalari che si ritengono opportune. 
Seminare per inclusione 1 ml delle diluizioni in piastre Petri, sciogliere il 
terreno VRBL e dopo raffreddamento versarlo nelle piastre dove 
precedentemente erano state dispensate le diluizioni. Lasciar solidificare 
il primo strato di agar, dispensare un ulteriore strato di terreno ed 
incubare a 30 °C per 24 ore. 
 
4.4.3 SELEZIONE E CONTA DELLE PIASTRE 
 
Dopo il periodo di incubazione è possibile contare le colonie presenti 
sulle piastre. Le colonie si presentano di colore violetto di diametro pari o 
superiore a 0,5 mm. 
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4.5 SALMONELLA (UNI EN ISO 6579:2008) 
 
4.5.1 SCOPO E CAMPO DI APPLICAZIONE 
 
Questo metodo ha lo scopo di cercare la presenza di Salmonella spp. 
negli alimenti e nei mangimi per animali. 
 
4.5.2 PREPARAZIONE DEL CAMPIONE DI PROVA 
 
Prelevare x grammi di prodotto o x ml a 9x grammi o 9x ml (ottenendo 
un rapporto di diluizione di 1:10) acqua peptonata ed omogeneizzare in 
stomacher. Incubare quindi il terreno a 37 °C per 16/18 ore. Dopo 
l‟incubazione prelevare 0,1 ml e 1 ml del brodo di coltura e inoculare 0,1 
ml in una provetta contenente 10 ml di terreno modificato Rappaport -
Vassiliadis Broth e 1 ml in una provetta contenente 10 ml Müller - 
Kauffmann Broth . Il Rappaport-Vassilliadis Broth va incubato a 41,5 °C 
per 24 ore e il Müller -Kauffmann Broth a 37 °C per 24 ore. Dopo questo 
periodo di incubazione prelevare due ansate di Rappaport-Vassiliadis e 
seminare un‟ansata su un terreno solido selettivo XLD e una su BSA, 
eseguire la stessa procedura per il brodo Muller-kauffman. Entrambi i 
terreni solidi selettivi verranno incubati a 37 °C per 24 ore. 
 
4.5.3 SELEZIONE DELLE PIASTRE E CONFERMA 
DELL’IDENTIFICAZIONE 
 
Le colonie sospette crescono, su terreno XLD, di colore nero e con un 
alone di trasparenza. Nel BSA crescono, invece, di colore rosa (figura 
19). Delle colonie sospette fare sub-colture su agar sangue e dopo 
un‟incubazione a 37 °C per 24 ore procedere con l‟identificazione 










Figura 19: colonie di Salmonella spp. su terreno BSA. 
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4.6 ESCHERICHIA COLI O 157 (UNI EN ISO 16654: 2003) 
 
4.6.1 SCOPO E CAMPO DI APPLICAZIONE 
 
 Il presente metodo si applica ai prodotti destinati al consumo umano o ai 
mangimi per animali. 
 
4.6.2 PREPARAZIONE DEL CAMPIONE DI PROVA 
 
Prelevare x grammi di prodotto o x ml a 9x grammi o 9x ml (ottenendo 
un rapporto di diluizione di 1:10) di brodo triptosio soia modificato con 
novobicina (TSB) ed incubare a 41,5 °C per 24 ore. Successivamente 
procedere con l‟immunocattura; utilizzando un separatore magnetico a 
particelle immunogenetiche rivestite con anticorpi contro E. coli O157, 
seguendo il procedimento riportato: prelevare 1 ml del liquido di 
arricchimento e aggiungere 20 μl di particelle immunogenetiche in una 
Eppendorf. Miscelare la sospensione per circa 10 minuti. 
Collocare ciascuna provetta nel supporto magnetico e consentire alle 
particelle magnetiche di raccogliersi contro il magnete facendo oscillare 
dolcemente il supporto di 180 gradi. Aprire con attenzione il tappo senza 
perturbare le particelle sulla parete delle provette. Utilizzando una pipetta 
Pasteur sterile per ciascun campione, aspirare lentamente il liquido dalla 
parte inferiore della provetta, lasciando il sedimento sulla parete della 
provetta. Aggiungere 1 ml di soluzione tampone di lavaggio sterile, 
rimuovere il magnete dal supporto e miscelare nuovamente i contenuti 
delle provette invertendo delicatamente il supporto di 180 gradi. Avere 
cura di evitare contaminazioni crociate durante l‟aggiunta della soluzione 
fresca. 
Procedere come sopra per diverse volte per rimuovere il liquido di 
lavaggio utilizzando ogni volta una nuova pipetta. Rimuovere dal 
separatore magnetico le provette e aggiungere 100 μl di soluzione 
tampone di lavaggio sterile e risospendere le particelle magnetiche. 
Per la semina aggiungere 50 µl delle particelle magnetiche risciacquate e 
risospese in una piastra di agar al sorbitolo di MacConkey con cefixime e 
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tellurito (CT-SMAC) e ulteriori 50 µl nel secondo terreno di isolamento 
agar al sorbitolo di MacConkey (SMAC). Strisciare le particelle 
magnetiche con un‟ansa sterile per ottenere colonie ben isolate sull‟agar 
ed incubare i due terreni di isolamento a 37 °C per 18/24 ore. 
 
4.6.3 SELEZIONE DELLE PIASTRE E CONFERMA 
DELL’IDENTIFICAZIONE 
 
Sull‟agar CT-SMAC, le colonie tipiche si presentano trasparenti e quasi 
prive di colore con un aspetto bruno-giallastro pallido e un diametro di 1 
mm. Sul SMC le stesse appaiono di colore rosa. Dopo 24 ore di 
incubazione prelevare le colonie tipiche e strisciarle su agar nutritivo per 
consentirne lo sviluppo. Incubare le piastre a 18/24 ore a 37 °C. 
Trascorse le 24 ore inoculare una colonia pura in una provetta di terreno 
di triptone/triptofano. Incubare a 37 °C per 24 ore. Aggiungere 1 ml di 
reattivo Kovacs e lasciar riposare per 10 minuti a temperatura ambiente. 
La formazione di una colorazione rossa indica una reazione positiva. Una 
colorazione bruno-giallastra indica una reazione negativa. 
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4.7 SHIGELLA (UNI EN ISO 21567:2005) 
 
4.7.1 SCOPO E CAMPO DI APPLICAZIONE 
 
Il presente metodo si applica ai prodotti destinati al consumo umano, ai 
mangimi per animali e ai campioni ambientali. 
 
4.7.2 PREPARAZIONE DEL CAMPIONE DI PROVA 
 
Prelevare x grammi di prodotto o x ml a 9x grammi o 9x ml (ottenendo 
un rapporto di diluizione di 1:10) di Brodo Shigella più novobicina e 
omogeneizzare il campione nello stomacher , poi mettere ad incubare in 
anaerobiosi a 41,5 °C per 16/20 ore. Dopo l‟incubazione dal brodo di 
coltura trasferire un‟ansata del brodo di coltura su una piastra XLD, 
terreno con moderata selettività, una  su piastra di Hektoen enteric agar, 
terreno con una maggiore selettività ed una su McConckey agar ed 
incubare per 20/24 ore a 37 °C. In caso di mancata crescita incubare 
nuovamente  per altre 24 ore. 
 
4.7.3 SELEZIONE DELLE PIASTRE E CONFERMA 
DELL’IDENTIFICAZIONE 
 
Le colonie tipiche o sospette su MacConckey crescono trasparenti e 
traslucide, su XLD agar appaiono traslucide con centro rosso e su 
Hektoen crescono verdi e umide. Dalle colonie sospette vengono eseguite 
sub-colture  su agar sangue, incubate a 37 °C per 24 ore. Per procedere 
all‟identificazione  biochimica attraverso il Vitek e ai tests sierologici.  
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4.8 YERSINIA ENTEROCOLITICA (UNI EN ISO 10273:2005) 
 
4.8.1 SCOPO E CAMPO DI APPLICAZIONE 
 
Il presente metodo orizzontale si applica ai prodotti destinati al consumo 
umano, ai mangimi per animali e ai campioni ambientali. 
 
4.8.2 PREPARAZIONE DEL CAMPIONE DI PROVA 
 
Prelevare x grammi di prodotto o x ml a 9x grammi o 9x ml (ottenendo 
un rapporto di diluizione di 1:10) di ITC broth e di PSB, omogeneizzare 
nello stomacher. Incubare ITC a 25 °C per 48 ore e il PSB medium a 25 
°C per 48/72 ore in agitazione per 5 giorni. Dal brodo di coltura ITC 
trascorse le 48 ore trasferire un‟ansata su una piastra di SSDC agar, 
capovolgere ed incubare a 30 °C per 24 ore. Dal brodo di coltura PSB 
trasferire un‟ansata su Agar CIN (CA) e addizionare 0, 5 ml a 4,5 di 
KOHS, miscelare per 20 secondi e trasferire su CA. 
 
4.8.3 SELEZIONE DELLE PIASTRE E CONFERMA 
DELL’IDENTIFICAZIONE 
 
Le colonie sospette si presentano su Agar CIN rosse e traslucide, su  
SSDC agar si presentano piccole e grigie. Delle colonie sospette fare sub-
colture su agar sangue e dopo un‟incubazione a 37 °C per 24 ore 




Nelle tabelle che seguono (Tab. 2-Tab. 9) sono riportati i risultati relativi 
ai campioni analizzati nel presente elaborato di ricerca. 
Nello specifico, nelle tabella 2 e 3 sono riportati i risultati relativi alle 
analisi microbiologiche effettuate su 20 campioni di sfoglia di mozzarella 
ripiena. Tutti i campioni sono risultati essere negativi per la presenza di 
microrganismi patogeni (Salmonella spp., L. monocytogenes, Shigella 
spp., B. cereus, E.coli O157 e Y. enterocolitica). 
E‟ possibile osservare come 7 campioni abbiano presentato una carica in 
coliformi superiore ad 1.000.000 ufc/g; 9 campioni erano caratterizzati da 
una carica in coliformi  compresa tra 2.900 ufc/g e 540.000ufc/g, mentre 
solo in 4 casi è stata osservata una carica in coliformi inferiore a 10 ufc/g. 
Per quanto riguarda la conta degli stafilococchi coagulasi positivi essa è 
risultata inferiore a 100 ufc/g nella quasi totalità dei campioni. Solo il 
campione 14.572 ha presentato infatti un numero di stafilococchi 
coagulasi positivi pari a 14.000 ufc/g. Nello stesso campione è stata 
rilevata la presenza di Staph. aureus, senza però riscontrare la presenza di 
enterotossine.  
E‟ stata riscontrata la presenza dei seguenti microrganismi: Staph. 
sapraphiticus, Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freundii, Enterobacter 
kobei, Raoultella ornithinolytica, Staph. xylosus, Pseudomonas luteola, 
Kocuria varians, E. coli, Providencia rettgeri, Staph. lentus, Staph. 
warneri, Staph. gallinarum, Enterobacter cloacae complex, Klebsiella 
pneumoniae, Staph. vitulinus, Bacillus. circulans, Listeria grayi. 
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Tabella 2:. Risultati delle analisi microbiologiche effettuate su 










L. monocytogenes Shigella spp 
109189 20.000 < 100 
Assente in 
25 g 
Assente in 25 g Assente in 25 g 
109925 45.100 < 100 Assente in 
25 g 
Assente in 25 g Assente in 25 g 
112640 < 10 < 100 
Assente in 
25 g 
Assente in 25 g Assente in 25 g 
111578 11.300 < 100 
Assente in 
25 g 
Assente in 25 g Assente in 25 g 
117140 >1.000.000 < 100 
Assente in 
25 g 
Assente in 25 g Assente in 25 g 
117137 26.000 < 100 
Assente in 
25 g 
Assente in 25 g Assente in 25 g 
119294 3.600 < 100 
Assente in 
25 g 
Assente in 25 g Assente in 25 g 
120542 >1.000.000 < 100 
Assente in 
25 g 
Assente in 25 g Assente in 25 g 
120550 >1.000.000 < 100 
Assente in 
25 g 
Assente in 25 g Assente in 25 g 
120548 260.000 < 100 
Assente in 
25 g 
Assente in 25 g Assente in 25 g 
121756 2.900 < 100 
Assente in 
25 g 
Assente in 25 g Assente in 25 g 
124065 5.400 < 100 
Assente in 
25 g 
Assente in 25 g Assente in 25 g 
124330 540.000 < 100 
Assente in 
25 g 
Assente in 25 g Assente in 25 g 
141223 >1.000.000 < 100 
Assente in 
25 g 
Assente in 25 g Assente in 25 g 
7237 < 10 < 100 
Assente in 
25 g 
Assente in 25 g Assente in 25 g 
14572 >1.000.000 14.000 
Assente in 
25 g 
Assente in 25 g Assente in 25 g 
35162 > 100.000 < 100 
Assente in 
25 g 
Assente in 25 g Assente in 25 g 
14591 < 10 < 100 
Assente in 
25 g 
Assente in 25 g Assente in 25 g 
14586 >1.000.000 < 100 
Assente in 
25 g 
Assente in 25 g Assente in 25 g 
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Tabella 3:. Risultati delle analisi microbiologiche effettuate su 
campioni di sfoglia di mozzarella ripiena. 
 











109925 Assente in 25 g < 100 Assente in 10 g Citrobacter freundii 




111578 Assente in 25 g < 100 Assente in 10 g Pseudomonas luteola, 
Staph. xylosus 
117140 Assente in 25 g < 100 Assente in 10 g Staph. sapraphyticus, 
Staph. xylosus 
117137 Assente in 25 g < 100 Assente in 10 g Kocuria varians 
119294 Assente in 25 g < 100 Assente in 10 g E. coli 
120542 Assente in 25 g < 100 Assente in 10 g Providencia rettgeri 
120550 Assente in 25 g < 100 Assente in 10 g  
120548 Assente in 25 g < 100 Assente in 10 g  
121756 Assente in 25 g < 100 Assente in 10 g Staph. lentus, 
Staph. warneri 
124065 Assente in 25 g < 100 Assente in 10 g  
124330 Assente in 25 g < 100 Assente in 10 g Staph. gallinarum, 
Enterob. cloacae complex 




7237 Assente in 25 g < 100 Assente in 10 g  
14572 Assente in 25 g < 100 Assente in 10 g 
Staph. aureus 
Enterotossine assenti 
35162 Assente in 25 g < 100 Assente in 10 g 
E. coli, 
B.circulans, Listeria grayi 
14591 Assente in 25 g < 100 Assente in 10 g E. coli 
14586 Assente in 25 g < 100 Assente in 10 g Staph. xylosus 
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Nelle tabelle 4 e 5 sono riportati i risultati delle analisi microbiologiche 
effettuate su 5 campioni di scamorza ripiena con nduja. E‟ possibile 
osservare come 4 campioni abbiano presentato una carica di coliformi 
inferiore a 10 ufc/g. Solo in un campione è stato invece rilevato un 
numero di coliformi pari a 22.000 ufc/g. 
La conta degli stafilococchi coagulasi positivi è risultata essere sempre 
inferiore a 10 ufc/g. 
Anche per quanto riguarda la presenza di patogeni nessuna positività è 
stata riscontrata.  
E‟ stata evidenziata invece la presenza dei seguenti microrganismi: 
Citrobacter freundii, Kocuria rosea, Kluyvera intermedia, Staph. lentus, 
E. coli, Aeromonas sobria, B. subtilis. 
 
Tabella 4:. Risultati delle analisi microbiologiche effettuate su 










L. monocytogenes Shigella spp 
128106 < 10 < 100 
Assente in 
25 g 
Assente in 25 g Assente in 25 g 
3335 < 10 < 100 Assente in 
25 g 
Assente in 25 g Assente in 25 g 
7245 22.000 < 100 
Assente in 
25 g 
Assente in 25 g Assente in 25 g 
7238 < 10 < 100 
Assente in 
25 g 
Assente in 25 g Assente in 25 g 
120547 < 10 < 100 
Assente in 
25 g 
Assente in 25 g Assente in 25 g 
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Tabella 5:. Risultati delle analisi microbiologiche effettuate su 











128106 Assente in 25 g < 100 Assente in 10 g 
Citrobacter freundii, 
B. subtilis 
3335 Assente in 25 g < 100 Assente in 10 g  






7238 Assente in 25 g < 100 Assente in 10 g 
E. coli, 
Aeromonas sobria 
120547 Assente in 25 g < 100 Assente in 10 g  
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Nelle tabelle 6 e 7 sono riportati i risultati delle analisi microbiologiche 
effettuate su campioni di pecorino primo sale e caprini con rucola. 
Possiamo notare che solo 3 campioni di pecorino primo sale hanno 
presentato elevate cariche in coliformi. In particolar modo il campione 
14562 presentava una carica >1.000.000 ufc/g, nel campione 7215 è stata 
riscontrata una carica pari a 354.000 ufc/g ed il campione 7225 
presentava un valore di 18.000ufc/g. 
La conta degli stafilococchi coagulasi positivi è risultata essere sempre 
inferiore a 10 ufc/g e sono risultati assenti anche i microrganismi 
patogeni. 
E‟ stata comunque riscontrata la presenza dei seguenti microrganismi: 
Citrobacter youngae, Kocuria rosea, Kluyvera intermedia, Staph. lentus, 
E. coli, Staph. vitulinus, Staph. hominis, Staph. warneri, Enterococcus 
faecalis, Staph. xylosus, Staph. haemolyticus, Hafnia alvei. 
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Tabella 6:. Risultati delle analisi microbiologiche effettuate su 
campioni di pecorino primo sale e caprini con rucola. 










L. monocytogenes Shigella spp 
7243 < 10 < 100 
Assente in 
25 g 
Assente in 25 g Assente in 25 g 
7231
* < 10 < 100 Assente in 
25 g 
Assente in 25 g Assente in 25 g 
14562 >1.000.000 < 100 
Assente in 
25 g 
Assente in 25 g Assente in 25 g 
7215 364.000 < 100 
Assente in 
25 g 
Assente in 25 g Assente in 25 g 
7225 18.000 < 100 
Assente in 
25 g 
Assente in 25 g Assente in 25 g 
42003
* < 10 < 100 
Assente in 
25 g 
Assente in 25 g Assente in 25 g 
48000 < 10 < 100 
Assente in 
25 g 
Assente in 25 g Assente in 25 g 
3344
* < 10 < 100 
Assente in 
25 g 
Assente in 25 g Assente in 25 g 
68215 < 10 < 100 
Assente in 
25 g 
Assente in 25 g Assente in 25 g 
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Tabella 7:. Risultati delle analisi microbiologiche effettuate su 
campioni di pecorino primo sale e caprini con rucola. 
*campioni di caprino 






7243 Assente in 25 g < 100 Assente in 10 g 
Staph. vitulinus, 
E. coli 
7231* Assente in 25 g < 100 Assente in 10 g  
14562 Assente in 25 g < 100 Assente in 10 g Staph. hominis 
7215 Assente in 25 g < 100 Assente in 10 g 
Staph. warneri, 
Enteroc.  faecalis 
7225 Assente in 25 g < 100 Assente in 10 g 
Kocuria rosea 
 
42003* Assente in 25 g < 100 Assente in 10 g Staph. xylosus 




3344* Assente in 25 g < 100 Assente in 10 g  





Nelle tabelle 8 e 9 sono riportati i risultati delle analisi microbiologiche 
effettuate su campioni di pecorino primo sale con peperoncino o pepe 
nero. Dalla tabella 8 si può notare come 4 campioni abbiano presentato 
una carica in coliformi > 1.000.000 ufc/g, 4 una carica inferiore a 10 
ufc/g e 3 campioni una carica compresa tra 40 ufc/g e 18.000 ufc/g. 
La conta degli stafilococchi coagulasi positivi è risultata nella quasi 
totalità dei casi inferiore a 10 ufc/g. Solo il campione 41999 ha 
presentato una conta pari a 120.000 ufc/g. E‟ stata rilevata nello stesso 
campione la presenza di Staph. aureus, tuttavia non è stata riscontrata la 
presenza di enterotossine. 
I microrganismi patogeni Salmonella spp., L. monocytogenes, Shigella 
spp., B. cereus, E. coli O157 e Y. enterocolitica sono risultati essere 
assenti in tutti i campioni. 
E‟ stata tuttavia riscontrata la presenza dei seguenti microrganismi: 
Staph. xylosus, Staph. haemolyticus, Hafnia alvei, B. vallismortis, Staph. 
lentus, Staph. xylosus, Enterobacter cloacae complex, Staph. hominis, E. 
coli, Staph. saprophyticus, Citrobacter freundii. 
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Tabella 8:. Risultati delle analisi microbiologiche effettuate su 
campioni di pecorino primo sale con peperoncino o pepe nero. 











139001 >1.000.000 < 100 Assente in 25 g Assente in 25 g Assente in 25 g 
3328 < 10 < 100 Assente in 25 g Assente in 25 g Assente in 25 g 
18211* < 10 < 100 Assente in 25 g Assente in 25 g Assente in 25 g 
35170 < 10 < 100 Assente in 25 g Assente in 25 g Assente in 25 g 
42002 40 < 100 Assente in 25 g Assente in 25 g Assente in 25 g 
41999 18.000 120.000 Assente in 25 g Assente in 25 g Assente in 25 g 
47999 < 10 < 100 Assente in 25 g Assente in 25 g Assente in 25 g 
47994 7.000 < 100 Assente in 25 g Assente in 25 g Assente in 25 g 
68222* > 1.000.000 < 100 Assente in 25 g Assente in 25 g Assente in 25 g 
68224 >1.000.000 < 100 Assente in 25 g Assente in 25 g Assente in 25 g 
68226 >1.000.000 < 100 Assente in 25 g Assente in 25 g Assente in 25 g 
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Tabella 9:. Risultati delle analisi microbiologiche effettuate su 
campioni di pecorino primo sale con peperoncino o pepe nero. 
* campioni di pecorino primo sale con pepe nero 
 






139001 Assente in 25 g < 100 Assente in 10 g 
Enterob. cloacae, 
Staph.  xylosus 
3328 Assente in 25 g < 100 Assente in 10 g 
Hafnia alvei, 
Staph.  saprophyticus 
18211* Assente in 25 g < 100 Assente in 10 g 
Staph. lentus, 
Staph. xylosus, 
Enterob. cloacae complex 
35170 Assente in 25 g < 100 Assente in 10 g 
Staph. hominis, 
E.coli 
42002 Assente in 25 g < 100 Assente in 10 g 
Hafnia alvei, 
Staph. saprophyticus 
41999 Assente in 25 g < 100 Assente in 10 g 
Staph. aureus,  
Assenza di enterotossine, 
E.coli  
47999 Assente in 25 g < 100 Assente in 10 g E.coli 
47994 Assente in 25 g < 100 Assente in 10 g 
Enterob. cloacae complex, 
Staph. saprophyticus 
 
68222* Assente in 25 g < 100 Assente in 10 g 
Staph. saprophyticus, 
Citrobacter freundii 
68224 Assente in 25 g < 100 Assente in 10 g Citrobacter freundii 
68226 Assente in 25 g < 100 Assente in 10 g E. coli 
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I risultati delle 320 prove microbiologiche eseguite sui 45 campioni di 
prodotti lattiero-caseari farciti (considerati nelle tabelle n.2, 3, 4, 5, 6, 7, 
8, 9), mentre da un lato hanno dimostrato l‟assenza di rischio per la salute 
dei consumatori legato alla contaminazione da batteri patogeni specifici; 
dall‟altro hanno evidenziato la presenza di elevate cariche di coliformi 
fecali in numerosi campioni, indice di un non soddisfacente livello 
igienico-sanitario del prodotto. In 10/45 campioni (25%) sono stati 
riscontrati livelli di coliformi totali > 1.000.000 ufc/g, mentre in 7/45 
(17,5%) campioni erano presenti  livelli compresi tra 10.000 e 100.000 
ufc/g. Nella quasi totalità dei campioni analizzati (82,5%) sono state 
isolate diverse specie di enterobatteri che notoriamente svolgono un ruolo 
di contaminanti ambientali: E. coli, Klebsiella pneumonie, Citrobacter 
freundii, Citrobacter youngae, Enterobacter kobei, Enterobacter 
cloacae, Raoultella spp, Pseudomonas luteola, Kocuria varians, Kocuria 
rosea, Providencia rettgeri, Kluyvera intermedia, Aeromonas sobria, 
Enterococcus faecalis, Hafnia alvei. 
Tra i batteri patogeni specifici ricercati, nessun isolamento è stato 
ottenuto per Salmonella spp, Yersinia enterocolitica, Shigella spp ed 
Escherichia coli O157. Staphylococcus aureus è stato, invece, riscontrato 
in 2/45 campioni (5%), rispettivamente con 14.000 ufc/g e 120.000 ufc/g, 
mentre la ricerca delle relative enterotossine è risultata negativa in 
entrambi i casi. Altre specie di stafilococchi non patogeni sono state 
identificate in numerosi campioni, 20/45 (45%) e tra queste si segnalano 
le specie Staph. saprophyticus, Staph. xylosus, Staph. lentus, Staph. 
warneri, Staph. gallinarum, Staph. vitulinus, Staph. hominis, Staph. 
haemolyticus. 
Bacillus cereus non è stato isolato in nessuno dei campioni esaminati, 
mentre sono stati identificate altre 3 diverse specie di Bacillus presenti 
quali: B. subtilis, B. circulans e B. vallismortis. 
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La particolare tipologia dei prodotti analizzati, ovvero, prodotti lattiero-
caseari lavorati ed addizionati con altre tipologie di matrici alimentari, 
quali vegetali e prodotti a base di carne, induceva ad ipotizzare una più 
frequente contaminazione da Listeria spp dei campioni. Invece, nessun 
isolamento è stato ottenuto per L. monocytogenes, mentre in un solo 
campione era presente L. grayi. 
Da segnalare, infine, l‟isolamento in un campione di Enterococcus 
faecalis, agente batterico che pur non essendo un agente specifico di 
tossinfezione alimentare, causa tuttavia infezioni alle vie urogenitali 
nell‟uomo non facilmente trattabili a causa dell‟elevata resistenza del 




I prodotti lattiero-caseari farciti rappresentano una delle più recenti 
modalità individuate dal settore lattiero-caseario e gastronomico per 
favorire l‟incremento del consumo di formaggi e per diversificare 
l‟offerta di pietanze a disposizione del consumatore. Si tratta di prodotti 
che alla naturale leggerezza caratteristica di gran parte dei derivati del 
latte (in particolare mozzarelle e formaggi teneri in genere), assommano 
quella degli alimenti vegetali e di alcune produzioni a base di carne 
(prosciutto crudo, prosciutto cotto, salami ecc.). Tuttavia, la preparazione 
di questi prodotti prevede alcune fasi caratterizzate da manipolazioni del 
formaggio dopo la sua produzione (esempio aggiunta delle verdure o 
degli affettati) che rappresentano importanti punti critici per il rischio di 
contaminazione microbica. Occorre, inoltre sottolineare come si tratti di 
prodotti destinati in gran parte ad essere consumati crudi. Gli elevati 
livelli di contaminazione da coliformi riscontrati nel 50% dei campioni 
analizzati, rappresentano la conferma del rischio di esposizione dei 
formaggi farciti ai contaminanti ambientali e di conseguenza anche ai 
patogeni in grado di provocare episodi più o meno gravi nel 
consumatore. I ridotti isolamenti di batteri potenzialmente pericolosi per 
la salute umana, ottenuti attraverso le prove microbiologiche condotte sui 
45 campioni di formaggi farciti, non devono, infatti, favorire una 
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sottostima del possibile rischio legato al consumo di questi prodotti. Ciò 
anche in funzione della possibilità che la predominanza di 
contaminazioni sostenute da batteri saprofiti e ubiquitari, possa in 
qualche modo avere occultato la presenza di batteri patogeni specifici. 
Per questi motivi, può risultare interessante condurre una indagine 
analoga a quella descritta nel presente lavoro, attraverso prove analitiche 
più sensibili quali le prove di biologia molecolare (Polymerase Chain 
Reaction). 
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